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Resumen
En el suelo, el fésforo (P) se encuentra como fésforo organico (Po) y fosforo
inorganico (Pi), siendo solo una pequefa fraccion de P el biodisponible para los
seres vivos en forma de iones ortofosfato (H,PO,, HPO%~). Los microorganismos
juegan un rol central en el ciclo del P debido a que son los responsables de
convertir Po y Pi en P biodisponible. Existen microorganismos solubilizadores de
fosfato (MSF) y microorganismos mineralizadores de fosforo (MMF). Los MSF
permiten la liberacién de fosfato a partir de Pi, mediante la liberacion de acidos
organicos. En cambio, los MMF liberan fosfato a partir de Po por accion
enzimatica, siendo los principales grupos de enzimas: Fosfatasas no especificas,
fitasas y fosfonatasas. Debido a su reducida biodisponibilidad en el suelo, el P es
un nutriente limitante para el desarrollo de sistemas biologicos, como los
liquenes. Los liquenes son asociaciones simbidticas mutualistas entre un hongo,
uno o mas organismos fotosintéticos y una microbiota asociada al talo. Esta
comunidad del talo esta regulada por factores extrinsecos e intrinsecos y posee
un rol fundamental en la movilizacion de nutrientes, encontrandose que posee
genes y enzimas relacionadas a la obtencidn y solubilizacion de fosforo, entre
otros. Se estudiaron 3 ambientes en el sector Tamango del Parque Nacional
Patagonia de la region de Ayseén: (i) bosque lenga adulto-renoval (BR), (ii) bosque
lenga adulto (BA) y (iii) estepa patagonica (EP) para determinar la diversidad de
especies de liquenes Peltigera. Se encontré que el ambiente influye sobre la

diversidad de especies de liquenes Peltigera presentes, siendo BR el ambiente
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con mayor diversidad y EP el ambiente con menor diversidad. En todos los
ambientes se encontraron especies endémicas, como P. antarctica (BRy EP), P.
aubertii (BA) y P. frigida (BR y BA), especies con distribucién bipolar como P.
fuscopraetexta (BR y BA) y P. castanea (EP), y especies cosmopolitas como P.
rufescens (BR y EP). Los analisis posteriores se realizaron con los liquenes
presentes en EP ya que fue el unico ambiente que contaba con representantes
suficientes de una especie endémica (Peltigera antarctica) y una especie
cosmopolita (Peltigera rufescens) con el mismo fotobionte. Especificamente se
determiné el efecto de la especie de liquen sobre la microbiota presente en los
talos, sustratos y suelos aledafios, con especial énfasis en la fraccion asociada a
MSF y MMF. Se encontré que la estructuracion de la microbiota de los talos y
sustratos estaria influenciada por la especie de liquen y es diferente a la de los
suelos aledafios. Ademas, se encontro que el gremio de MSF y MMF es similar
entre ambas especies de liquenes en talos y sustratos tanto a nivel de genes
involucrados en la solubilizacion de fésforo como de géneros bacterianos
asociados a estas funciones; pero existen diferencias entre sustratos y suelos,
en los cuales los genes son similares pero los grupos bacterianos que cumplen
estas funciones son diferentes. En los talos predominan genes de fosfonatasas,
en cambio en los sustratos son mas abundantes los genes de fosfodiesterasas y
por ultimo en los suelos predomino los genes de liberacion de acidos organicos.
Con estos resultados se encontré que existe diferencias en la diversidad de la

microbiota de las dos especies de Peltigera presentes en el mismo ambiente,
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siendo la identidad del micobionte el factor intrinseco que influiria en estas
diferencias, pero la diversidad del gremio de MSF y MMF estaria influenciado por
factores extrinsecos como las condiciones ambientales ya que es similar entre

ambas especies.
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Abstract
In the soil, phosphorus (P) is found as organic phosphorus (Po) and inorganic
phosphorus (Pi), with only a small fraction of P being bioavailable to living beings
in the form of orthophosphate ions (H,PO;, HPO% ™). Microorganisms play a central
role in the P cycle because they are responsible for converting Po and Pi into
bioavailable P. There are phosphate-solubilizing microorganisms (PSM) and
phosphorus-mineralizing microorganisms (PMM). PSMs allow the release of
phosphate from Pi through the release of organic acids. In contrast, PMMs release
phosphate from Po by enzymatic action, the main groups of enzymes that help in
this process are non-specific phosphatases, phytases, and phosphonatases. Due
to its reduced bioavailability in the soil, P is a limiting nutrient for the development
of biological systems. Lichens are mutualistic symbiotic associations between
fungus, one or more photosynthetic organisms and a microbiota associated with
the thallus. This thallus community is regulated by extrinsic and intrinsic factors
and has a fundamental role in the mobilization of nutrients. It has been found to
possess genes and enzymes related to the obtaining and solubilization of
phosphorus, among others. Three environments were studied in the Tamango
sector of the Parque Nacional Patagonia in the Aysén region: (i) adult-secondary
lenga forest (SF), (ii) adult lenga forest (AF) and (iii) Patagonian steppe (PS) to
determine the diversity of Peltigera lichen species. The environment was found to
influence the diversity of Peltigera lichen species present, SF was found to be the

environment with the highest diversity and PS the environment with the lowest
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diversity. Endemic species such as P. antarctica (SF and PS), P. aubertii (AF)
and P. frigida (SF and AF), species with bipolar distribution such as P.
fuscopraetexta (SF and AF) and P. castanea (PS), and cosmopolitan species
such as P. rufescens (SF and PS) were found in all environments. Subsequent
analyzes were performed with the lichens presents in PS since it was the only
environment that had enough representatives of an endemic species (Peltigera
antarctica) and a cosmopolitan species (Peltigera rufescens) with the same
photobiont. Specifically, the effect of the lichen species on the microbiota present
in the thallus, substrates, and surrounding soils was determined, with special
emphasis on the fraction associated with PSM and PMM. It was found that the
structure of the thallus and substrates microbiota would be influenced by the
lichen species and is different from that of the surrounding soils. In addition, it was
found that the PSM and PMM guild is similar between both lichen species in
thallus and substrates both at the level of genes involved in phosphorus
solubilization and bacterial genera associated with these functions; but there are
differences between substrates and soils in which genes are similar but bacterial
groups that perform these functions are different. Phosphonatase genes
predominate in the thallus, whereas in substrates, phosphodiesterase genes are
more abundant, and finally, genes that release organic acid predominate in soils.
These results found that there are differences in the microbiota diversity of the
two species of Peltigera present in the same environment, being the identity of

the mycobiont the intrinsic factor that would influence these differences, but the

XVii



diversity of the PSM and PMM guild would be influenced by extrinsic factors such

as environmental conditions since it is similar between both species.
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1. Introduccién

1.1 Fésforo en el suelo

El fosforo (P) es un macronutriente esencial para organismos vivos debido a que
es parte de la estructura de proteinas, acidos nucleicos, membranas y moléculas
esenciales como: ATP, GTP y NADPH (Acevedo et al. 2014). El contenido de P
en el suelo es ~0,05% p/p y de éste soélo el ~0,1% p/p esta biodisponible (P
soluble) (Alori et al. 2017) como iones de ortofosfato (H,PO,, HPO3™), los cuales
pueden ser utilizados por las plantas y microorganismos del suelo (Sims et al.
2005). Esta fraccion biodisponible es muy baja en suelo, debido a la rapida
asimilacion por las plantas y microorganismos (Sims et al. 2005) o por la
generacion de complejos insolubles con cationes y arcillas (Hinsinger 2011),
siendo el P uno de los principales factores limitantes para el crecimiento de los
seres vivos (Tejera-Hernandez et al. 2014).

El ciclo del P en el suelo incluye procesos quimicos y bioquimicos como:
Disolucion de minerales primarios, disolucion-precipitacion (equilibrio mineral),
sorcién-desorcién, mineralizacién-inmovilizacién, deposiciones atmosféricas,
deposiciones de residuos microbianos, vegetales y animales, asimilacion por
plantas y microorganismos, lixiviacion, erosion y escurrimiento (Figura 1) (Kruse

et al. 2015; Sims et al. 2005).



+ Erosiéon
. ]?.scurrimienl;c'>
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Deposiciones
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Basado en Sims & Pierzynski (2005) y Kruse et al. (2015) J Plant Nutr Soil Sci 178:43-88

Figura 1: Esquema del ciclo del fésforo. P: Fésforo, Pi: Fésforo inorganico, Po:
Faésforo organico. Basado en Kruse et al. (2015) y Sims et al. (2005).

Este ciclo se puede dividir en 3 grandes partes: 1) Ingreso de P al suelo, 2) Ciclo
interno y especies de P en el suelo, y 3) Pérdida de P del suelo:

1.1.1 Ingreso de P al suelo (Figura 1, flechas rojas): Inicialmente el P ingresa al
suelo a través de la liberacion del P contenido en minerales primarios,
principalmente apatita (Ca;,X(P0,),, siendo X= F~, CI7,0H™ o C0O%™), de la roca
madre, de residuos vegetales o animales (Kruse et al. 2015), y de la atmdsfera

mediante deposicion humeda (lluvia y nieve) y seca (gases y particulas en



suspension) (Anderson & Downing 2006), encontrandose luego en el suelo como
fésforo organico (Po) o fésforo inorganico (Pi).

1.1.2 Ciclo interno y especies de P en el suelo (Figura 1, flechas negras): EI P
en el suelo puede encontrarse como Pi o Po, siendo el Po entre 20-90% del
fésforo total (Pt) (Kruse et al. 2015). El Pi se puede encontrar en su forma soluble
como H,P0; o HPO3™, siendo la especie predominante en suelos a pH > 7,2 el
HPOZ~ y en suelos de pH 4,0-7,2 el H,PO; . Sin embargo, estos iones en general
estan en bajas concentraciones debido a que son rapidamente asimilados por las
plantas y microorganismos, o reaccionan con Ca?*, Mg2*, Al3* y Fe3* ya que son
bases fuertes de Lewis, con lo que precipitan como fosfatos del correspondiente
cation, conocidos como minerales secundarios de fosfato (Sims et al. 2005). En
suelos alcalinos predominan los fosfatos de calcio, debido a que son menos
solubles a pH alcalinos, mientras que en suelos acidos ricos en 6xidos de hierro
y aluminio y/o arcilla, los fosfatos son sorbidos a estos compuestos y precipitan
como fosfato de hierro y aluminio (Kruse et al. 2015).

Por otra parte, el Po se define como P unido de alguna manera con un atomo de
carbono (C). El Po se origina de deposiciones atmosféricas, residuos
microbianos, animales y vegetales (Kruse et al. 2015; Sims et al. 2005). El Po en
el suelo esta principalmente en formas de ortofosfatos y fosfonatos.

Los ortofosfatos en suelo se encuentran como monoéster ROPO%~ o diéster
R;O0ROPO;, donde Ry R; son radicales organicos, siendo predominantes en suelo
los ortofosfatos monoéster (Cade-Menun et al. 2011). Entre los ortofosfatos

3



monoéster estan el acido fitico o polifosfato de inositol (myo inositol hexafosfato,
IP6), mononucleotidos y azucar con grupos fosfatos; y entre los ortofosfatos
diéster estan los acidos nucleicos, acidos teicoicos y fosfolipidos (principalmente
fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina). El polifosfato de inositol (IP6) es el mas
abundante en suelo, representando 60-80% del fésforo total (Kalsi et al. 2016;
Sims et al. 2005) debido a su baja solubilidad, asociacién a la fraccidn sdlida del
suelo y su alta estabilidad (Yadav & Tarafdar 2004). Este compuesto es el
principal reservorio de P en semillas y polen (Yadav & Tarafdar 2004), siendo
considerado un antinutriente en granos utilizados para alimentacion de animales
monogastricos debido a que actua como quelante de micronutrientes como
cationes de Ca, Fe, Cu, Mg, Ky Zn, lo cual disminuye su biodisponibilidad para
ser absorbidos en el tracto digestivo, y al poseer los animales monogastricos
bajas concentraciones de la enzima fitasa para hidrolizarlo, no puede ser
metabolizado y es excretado por las heces (Kalsi et al. 2016; Olstorpe et al. 2009).
Por otra parte, los fosfonatos son compuestos que tienen un enlace C-P
(Newman & Tate 1980), algunos fosfonatos son intermediarios metabdlicos,
utilizados como fuentes de carbono, nitrégeno y/o fosforo por algunos
microorganismos (Cook et al. 1978; Seweryn et al. 2015), otros son antibioticos
como la fosfomicina, o herbicidas de caracter sintético como el glifosato. El
fosfonato mas predominante en la naturaleza es el acido 2-aminoetilfosfonico
(AEPN), el cual existe como molécula libre, unida a lipidos o macromoléculas

(Chin et al. 2016; Horsman & Zechel 2017).



1.1.3 Pérdida de P del suelo (Figura 1, flechas verdes): Los principales
mecanismos de pérdida de P en el suelo son: Erosion, escurrimiento, lixiviacion
y asimilacion por plantas y microorganismos (Kruse et al. 2015). La erosion del
suelo por el viento provoca la pérdida de P, generando luego deposiciones secas
en la superficie ya sea en suelos o en aguas superficiales, siendo en aguas
superficiales a veces un problema por la contribucién a la eutrofizacion (Anderson
& Downing 2006). Los procesos de escurrimiento y lixiviacion ocurren
principalmente con las precipitaciones; el escurrimiento ocurre en la superficie
del suelo y lleva al desplazamiento de nutrientes hacia cuerpos de agua
superficiales, mientras que la lixiviacion ocurre bajo el suelo y produce pérdida
del P sorbido en arcilla, 6xidos de Fe o Al que llegan a aguas subterraneas. En
ambos casos se puede producir la eutrofizacion de aguas (Kruse et al. 2015). Los
microorganismos son esenciales para que la mayoria de las plantas puedan
asimilar el P. Debido a que poseen mecanismos que permiten la liberacién de
ortofosfatos a la solucién de suelo ya sea a partir de Po o Pi, a este grupo de
microorganismos se les denomina “microorganismos solubilizadores de fésforo”

(Acevedo et al. 2014).



1.2 Microorganismos solubilizadores de fosforo
Los microorganismos solubilizadores de fésforo son claves en el ciclo del P, ya
que permiten transformar el Pi o Po a su forma biodisponible (H,PO; y HPOZ")

mediante la solubilizacion de Pi y mineralizacion de Po (Grafe et al. 2018).

1.2.1 Solubilizacion de Pi

Este proceso involucra la disolucidon de fosfatos de Ca, Fe o Al y desorcion de
fosfato adsorbido por accién de un grupo de microorganismos que se denominan
microorganismos solubilizadores de fosfato (MSF) (Y. Liu et al. 2017; Patifio &
Sanclemente 2014). Los MSF utilizan diversos mecanismos para solubilizar el
fosfato inorganico, como liberacion de acidos organicos, sideréforos, H*, OH™ y
CO, (Alori et al. 2017), siendo principalmente la produccion de acidos organicos,
que son producidos via respiracion oxidativa o procesos fermentativos. Estos
acidos actuan solubilizando fosfato mediante: (i) Disociacién de H* del acido
organico, lo que lleva a reducir el pH favoreciendo la disolucién de minerales
fosforicos; (ii) Quelacion por intercambio del componente anionico del acido por
el grupo ortofosfato; (iii) Desplazamiento de fosfatos adsorbidos sobre particulas
de suelo por el componente aniénico del acido (Patifio & Sanclemente 2014). El
acido gluconico es el acido organico mas comun producido por microorganismos
y se produce a partir de la oxidacion directa de glucosa en la membrana por la
enzima glucosa deshidrogenasa dependiente del cofactor pirroloquinolina

quinona (PQQ) (Goldstein 1995).



1.2.2 Mineralizacion de Po

Este es un proceso regulado por enzimas, extracelulares o ancladas a la
membrana, que lleva a la liberacion del fosfato a partir de Po en el suelo y lo
realizan los microorganismos mineralizadores de fosforo (MMP) (Y. Liu et al.
2017; Rodriguez et al. 2006). Existen 3 grupos principales de enzimas
involucradas en la liberacién de fosfato a partir del Po en el suelo: Fosfatasas no
especificas, fitasas y fosfonatasas (Rodriguez et al. 2006).

Las fosfatasas no especificas actuan cortando el enlace fosfato-éster y asi
liberando fosfato a partir de monoéster o diéster. Las mas estudiadas son las
fosfomonoesterasas, las cuales llevan a la liberacion de fosfato desde un
monoéster tales como nucleétidos y aztcar-fosfato (Rodriguez et al. 2006). Estas
se clasifican de acuerdo al pH éptimo de reaccion, siendo en suelos acidos
predominante la fosfatasa acida y en suelos alcalinos la fosfatasa alcalina (Dring
et al. 1971). Ambas poseen un mecanismo de accién similar, con la diferencia de
que en la fosfatasa alcalina el residuo de serina del sitio activo participa en la
catalisis (Holtz & Kantrowitz 1999) y en el caso de la fosfatasa acida el residuo
de histidina (Walker 2013). Por su parte, las fosfodiesterasas son capaces de
metabolizar fosfodiéster y asi degradar fosfolipidos y acidos nucleicos, los que
constituyen la mayor fuente de ingreso de Po fresco al suelo (Turner & Haygarth
2005). Para la liberacion de fosfato a partir de un fosfodiéster, es necesario que

actuen primero las fosfodiesterasas y luego las fosfomonoesterasas, para dejar



el fosfato biodisponible. La reaccién general en cadena de estas enzimas, donde

R; y R son radicales organicos, se muestra a continuacion:

Fosfodiesterasa Fosfomonoesterasa

R,0ROP0; ———— 5 R,0H + ROP0%" ROH + P03~

Por otra parte, las fitasas pertenecen al grupo de enzimas fosfatasas, pero
catalizan especificamente la hidrdlisis de IP6 para la remocion de fosfato.
Algunas fitasas son capaces de producir la desfosforilacion parcial y otras la
desfosforilacion completa de IP6, de las cuales la mayoria poseen un rango
optimo de pH entre 4,5-6,0 (Gessler et al. 2018). La hidrolisis completa de IP6 se

muestra a continuacion:

Fitasa
IP6 + H,0 —— Inositol + 6 Fosfatos
Por ultimo, las fosfonatasas, también conocidas como C-P liasas, son enzimas
capaces de cortar este enlace altamente estable (Yang et al. 2016). La reaccion

general, donde R es un radical organico, se indica a continuacion:

Fosfonatasa

RP(OH), + H,0 ——— R—H + H;PO,
En el ultimo tiempo, con los avances en técnicas de biologia molecular, como la
secuenciacion de nueva generacion (NGS), se han podido estudiar comunidades
microbianas complejas en diferentes muestras ambientales, incluyendo los
microorganismos solubilizadores de fosforo. Por ejemplo, en estudios de suelos
de bosques y suelos agricolas, se seleccionaron marcadores moleculares para
el estudio de la solubilizacién de Piy la mineralizacion de Po. Estos corresponden

a los genes que codifican para enzimas como: Glucosa deshidrogenasa (gcd),



fosfonatasa (phnX), fitasa (appA) y fosfatasas no especificas (phoN y phoD),
entre otros (Bergkemper et al. 2016; Grafe et al. 2018), encontrandose gran parte
de estos genes en bacterias de los filos Proteobacteria (50,0%), Acidobacteria
(24,8%), Actinobacteria (14,4%), Planctomycetes (2,6%), Firmicutes (1,9%) y

Verrucomicrobia (1,9%) (Bergkemper et al. 2016).

1.3 Microorganismos asociados al talo liquénico y su sustrato

Los liquenes constituyen parte de la flora criptogamica y son uno de los mas
llamativos, diversos y antiguos estilos de vida en simbiosis (Cardinale et al. 2012;
Grube et al. 2015). Crecen en lugares tropicales, desiertos o regiones polares,
zonas con condiciones extremas de temperatura, baja disponibilidad de
nutrientes, alta radiacion UV, y debido a esto se estima que cubren cerca del 8%
de la superficie del planeta (Shrestha & Clair 2013; Sigurbjornsdottir et al. 2014).
La capacidad de los liquenes de desarrollarse en diversos ambientes con
distintos sustratos tiene relacion con que constituyen una simbiosis de caracter
mutualista. Esta simbiosis esta compuesta por: (i) Un hongo ascomicete o
basidiomicete (micobionte), representando los hongos liquenizados ~20% del
total de las especies conocidas de hongos; (ii) Un fotobionte que puede ser un
alga verde (clorobionte), en ~85% de los liquenes, una cianobacteria
(cianobionte), en ~10% de los liquenes, o0 ambos (clorobionte y cianobionte), en
~5% de los liquenes, formando la estructura del talo liquénico. Los liquenes,

ademas, poseen asociada al talo una microbiota con una gran diversidad



filogenética (Liba et al. 2006; Sigurbjornsdottir et al. 2015; Soc et al. 2018), la cual
se plantea que también podria influenciar en la morfologia del liquen (Spribille
2018).

La funcidn del micobionte es entregar un sustrato adecuado para el/los
fotobionte/s, mientras que estos ultimos se encargan de la produccion de fuentes
de carbono y otros productos metabdlicos (Nash 2008). A través de la
fotosintesis, las algas verdes producen principalmente azucares y alcoholes; en
cambio las cianobacterias solo producen glucosa, pero ademas pueden fijar
nitrogeno desde la atmdsfera, capacidad que no tienen los clorobiontes (Soc et
al. 2018). Otra diferencia es que en general las algas verdes utilizan vapor de
agua para su fotosintesis, en cambio las cianobacterias son capaces de realizar
fotosintesis cuando estan saturados de agua y estan mejor adaptadas a
ambientes con poca luz, humedos y pobres en nutrientes (Soc et al. 2018). Por
otro lado, la comunidad de bacterias asociada al talo se ha visto que puede estar
regulada por factores intrinsecos (e.g., micobionte, fotobionte) (Hodkinson et al.
2012; Leiva et al. 2016), factores extrinsecos (e.g., sustrato, ambiente) (Parrot et
al. 2016; Ramirez-Fernandez et al. 2014) y puede ser adquirida ya sea por
transmision vertical a través de propagulos vegetativos (Aschenbrenner et al.
2014) o reclutando del ambiente gremios mejor adaptados a las condiciones
ambientales en las que se establecera la nueva simbiosis (Cardinale et al. 2012).
Dentro de los roles de esta microbiota asociada al talo se han encontrado:

Defensa contra patdgenos, tolerancia a estrés abidtico, produccion de cofactores,
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regulacion hormonal, desintoxicacion y degradacion de partes viejas del talo del
liquen, movilizacion de Fe y P, entre otras (Grube et al. 2015; Sigurbjornsdottir et
al. 2015). La movilizacion de P es importante en el liquen, ya que el P es un
nutriente limitante para su crecimiento (Higgins & Crittenden 2015). Se ha
encontrado por estudios metagendmicos, de cultivo, o de ensayos de actividad
enzimatica, que los liquenes poseen microorganismos solubilizadores de fésforo
asociados a sus talos, encontrandose por ejemplo solubilizadores de fosfato de
calcio, actividad enzimatica fitasa y fosfatasa (Bates et al. 2011; Grube et al.
2015; Higgins & Crittenden 2015; Hogan et al. 2010; Liba et al. 2006;
Sigurbjornsdattir et al. 2014). En diversos estudios se ha reportado que los filos
bacterianos predominantes en el talo del liquen son: Proteobacteria,
Actinobacteria, Bacteroidetes, Acidobacteria, Cyanobacteria y Verrucomicrobia
(Bates et al. 2011; Cardinale et al. 2012; Grube et al. 2015; Maier et al. 2014;
Sigurbjornsdattir et al. 2015); y en general varios de estos filos bacterianos son
también predominantes en suelos: Proteobacteria, Actinobacteria, Acidobacteria,
Planctomycetes, Chloroflexi, Verrucomicrobia, Bacteroidetes y Firmicutes
(Castafieda & Barbosa 2017; Delgado-Baquerizo et al. 2018; Janssen 2006;
Llado et al. 2017). A pesar de esto, antecedentes del laboratorio han demostrado
que existe una comunidad microbiana diferente al comparar el talo liquénico, el
sustrato donde crece el liquen y el suelo aledafio (Leiva 2019; Leiva et al. 2021,

Muster 2019).
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1.4 Liquenes en la Regién de Aysén, Chile

La Region de Aysén es una zona altamente valorada a nivel nacional e
internacional por su riqueza de ecosistemas, con zonas de preservacion para
espacios naturales virgenes. De hecho, 5,2 millones de Ha, de las 10,8 millones
de Ha totales de la region (56,2%), estan destinadas a la preservacion de los
ecosistemas (parques nacionales, reservas nacionales y monumentos naturales)
(Hepp 2014, http://www.patagoniapordescubrir.com). La region de Aysén cuenta
con 9 tipos de ecorregiones (Silva 2014), lo que permite tener una gran diversidad
de macro y micro habitats para la colonizacion por liquenes (Quilhot et al. 2012).
Si bien la region presenta una gran diversidad de liquenes, los estudios
sistematizando la informacion de estos organismos es mas bien escasa. Dentro
de ellos, el trabajo de Monaci et al. (2012) estudio la diversidad de algunos
liquenes para establecer una linea base de contaminantes ambientales. También
existen otros estudios sobre liquenes en Aysén identificados a nivel morfologico,
en los que se ha definido, por ejemplo, que la regién cuenta con 13 liquenes
endémicos (Quilhot et al. 1998), sin embargo este numero podria ser mayor ya
que en el ultimo tiempo han aumentado este tipo de estudios morfolégicos en:
turberas (Villagra et al. 2009), parques y reservas (Quilhot et al. 2012) y zonas de
montafa (Vargas & Morano 2014), entre otros, donde se han reportado liquenes
de distintos géneros endémicos del cono sur de Sudamérica y la Peninsula

Antartica.
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Uno de los géneros de liquenes muy abundantes, pero escasamente estudiados
en la region, es Peltigera. Este género comprende alrededor de 90 especies
(Goward et al. 1995; Martinez 2003; Miadlikowska & Lutzoni, 2000; Miadlikowska
et al. 2014), 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), principalmente terricolas (i.e. crecen sobre suelo) y muscicolas
(i.e. crecen sobre musgos) que se encuentran distribuidos en la mayoria de los
continentes (Martinez 2003; Miadlikowska & Lutzoni 2000), siendo en Chile solo
reportadas especies de caracter bipartito (Orlando et al. 2021; Zufiga et al. 2015).
Sin embargo, los estudios morfoldgicos de los representantes de este género son
muy complejos ya que hay muchas especies consideradas cripticas, las que solo
se han podido identificar utilizando herramientas moleculares. En el estudio de
Magain et al. (2018), se hizo una delimitacion global de liquenes del género
Peltigera, donde se encontré que existen 5 especies solo reportadas en el sur de
Argentina y Chile: P. antarctica, P. aubertii, P. frigida, P. patagonica y Peltigera
sp 14 (Magain et al. 2018), siendo esta ultima designada recientemente como P.
hydrophila (Miadlikowska et al. 2020).

Estudios de liquenes Peltigera identificados por técnicas moleculares en la region
de Aysén se han realizado en la Reserva Nacional Coyhaique (Ecorregion de tipo
andino boreal), desde los cuales se puede observar que existe una distribucion

de especies segun el ambiente que se estudia. En el caso de bosques de lenga
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(Nothofagus pumilio) se ve una predominancia de P. frigida y P. fuscopraetexta,
en cambio en zonas de pradera predominan P. antarctica 'y P. rufescens (Leiva
et al. 2016, 2021; Leiva 2015; Muster 2019; Orlando et al. 2021; Veas 2019;
Zuiniga et al. 2015), viendose en ambos ambientes la predominancia de una
especie endémica del sur de Chile y Argentina, y otra con una distribucion
cosmopolita.

El Parque Nacional Patagonia es el ultimo creado en la region, el cual consta con
ambientes del tipo andino boreal, al igual que la Reserva Nacional Coyhaique.
En el sector Tamango del parque se encuentran bosques de lenga, de distintas
edades, y estepa patagodnica (Silva 2014). Esta zona cerca de la comuna de
Cochrane se caracteriza por poseer suelos de tipo Andisol (Hepp & Stolpe 2014)
de origen volcanico, con pH acido en un rango de 4,9 a 5,9, alto contenido de
materia organica, ricos en oxidos de Fe y Al, y un alto contenido de Pt, tanto Pi
como Po, pero poco P biodisponible (Borie & Rubio 2003; Redel et al. 2008;
Velasquez et al. 2016). Dadas estas caracteristicas de pH acido y alto contenido
de oxidos de Fe y Al, se favoreceria la precipitacion de P como fosfato de Fe y

Al, en vez de fosfato de Ca (Kruse et al. 2015).

1.5 Planteamiento del problema
En esta tesis se propone estudiar el efecto del micobionte sobre la microbiota del
talo liquénico de especies de liquenes Peltigera y la influencia del ambiente sobre

los microorganismos solubilizadores de fésforo. Para esto se estudiaran 3

14



ambientes del Parque nacional Patagonia, sector Tamango, de la Region de
Aysén: (i) Bosque de lenga adulto-renoval, (ii) Bosque de lenga adulto y (iii)
Estepa patagodnica, para determinar qué especies de Peltigera endémicas y
cosmopolitas se encuentran en la zona. Luego, se seleccionara uno de los
ambientes en el que se pueda comparar la microbiota de los talos de una especie
de Peltigera endémica y otra cosmopolita, sus sustratos y los suelos aledafios.
Dado que el micobionte es uno de los factores determinantes de la diversidad del
microbioma de los liquenes (Leiva et al. 2016), esperamos encontrar una
diferencia entre la microbiota de estas especies con diferente distribucion global;
pero dado que las funciones especificas de algunos microorganismos estarian
influenciadas por el ambiente (e.g. suelo) (Cardinale et al. 2012), esperamos una
similitud entre ambas especies en cuanto a la diversidad del gremio de

microorganismos solubilizadores de fosforo.
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2. Hipétesis
La diversidad de la microbiota asociada a liquenes Peltigera de una especie
endémica del sur de Sudamérica y una especie de distribucion mas amplia sera
diferente a pesar de coexistir en un mismo ambiente, pero el gremio de
microorganismos solubilizadores de fésforo sera similar ya que su funcion esta

regulada por el ambiente.

3. Objetivos
3.1 Objetivo general
Comparar la diversidad de la microbiota y del gremio de microorganismos
solubilizadores de fosforo de especies de liquenes del género Peltigera con

diferente distribucién global pero que coexisten en un mismo ambiente.

3.2 Objetivos especificos

1. Determinar la diversidad de especies de liquenes Peltigera en tres ambientes
del PN Patagonia: bosque de lenga adulto-renoval, bosque de lenga adulto y
estepa patagonica.

2. Determinar la diversidad de bacterias asociadas a los talos, sustratos y suelo
aledano de una especie de liquen Peltigera endémica del sur de Sudamérica y
otra de distribucién mas amplia coexistiendo en un mismo ambiente.

3. Determinar la diversidad del gremio de microorganismos solubilizadores de

fésforo asociado a los talos, sustratos y suelo aledafio de una especie de liquen
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Peltigera endémica del sur de Sudamérica y otra de distribucion mas amplia

coexistiendo en un mismo ambiente.
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4. Materiales y Métodos

4.1 Recoleccién de muestras y almacenamiento

Las muestras se recolectaron en el sector Tamango del Parque Nacional
Patagonia, Regiéon de Aysén, Chile con el permiso correspondiente de la
Corporacion Nacional Forestal (CONAF Res. XI-05-2018). Las muestras se
seleccionaron mediante claves taxonomicas definidas para el género Peltigera'y
considerando un tamafo apto para sus usos posteriores. Se recolecto un total de
100 muestras de liquenes Peltigera en los siguientes ambientes: (i) Bosque de
lenga adulto-renoval (BR, n=20), (ii) Bosque de lenga adulto (BA, n=39) vy (iii)
Estepa patagdnica (EP, n=41). Estos ambientes se definieron con la ayuda del
programa QGIS (QGIS Development Team, 2014), utilizando los datos del
catastro de uso de suelo y vegetacion de CONAF (CONAF 2020), la informacion
del “Plan de uso publico reserva nacional Tamango” y el “Diagnostico del grado
de proteccion del ecosistema de la estepa patagdnica en la region de Aysén...”
(CONAF 2013; Pliscoff 2003). Las muestras se georreferenciaron (Figura 2 y
Tabla A1, Anexo) y consistieron en porciones de talo liquénico y el sustrato
adyacente, las cuales se almacenaron en bolsas de papel para evitar su
deterioro. Ademas, se recolectaron muestras de suelos superficiales cada 10
metros en los transectos donde se tomaron las muestras de liquenes y se
almacenaron en tubos de 50 mL. En el laboratorio, las muestras de liquenes se

separaron de sus sustratos utilizando pinceles y espatula. Las muestras de
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liqguenes se almacenaron en bolsas de papel a temperatura ambiente y una
fraccion de la muestra en tubos de 2 mL a -20°C, mientras que los sustratos y

suelos se tamizaron y almacenaron en tubos de 50 mL a -20°C.

Leyenda
©  Bosque Lenga adulto

? Bosque Lenga adulto-renoval
 Estepa patagénica

Google Earth
mage ar Technokogies 600 m

Muestras
© Bosque Lenga adulto
* Bosque Lenga adulto-renoval
° Estepa patagdnica
Uso de suelo
I Bosque Lenga adulto denso
[T Bosque Lenga adulto semidenso
] Matorral denso
[ Bosque Lenga adulto-renoval denso
[ Bosque Lenga adulto-renoval semidenso
[0 Estepa patagdnica
[ Plantacién

Figura 2: Ubicacion de las muestras de cianoliquenes recolectadas en 3 sitios
en el Parque Nacional Patagonia. A) Mapa a nivel topografico, B) Mapa con uso
de suelo, realizado con el programa QGIS (QGIS Development Team 2014).
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4.2 Extraccion de DNA para identificacion molecular de simbiontes liquenes
Peltigera

Desde cada una de las 100 muestras de talo liquénico se extrajo DNA utilizando
el protocolo de Griffiths et al. (2000) adaptado para ser utilizado en muestras de
liquenes usando 50 mg de talo. La calidad e integridad del DNA se observaron
mediante geles de agarosa al 0,8% p/v tefidos con GelRed™ (Biotium), corridos
en buffer TAE (Tris + Acido acético + EDTA, pH=8,3) y revelados a 280 nm. Todas
las muestras de DNA se almacenaron en agua libre de nucleasas a -20°C hasta

el momento de su uso.

4.3 Identificaciéon molecular de los simbiontes de liquenes Peltigera

Para la identificacion de cada simbionte se amplificaron por PCR, marcadores
moleculares para hongos y cianobacterias. En el caso del micobionte se utilizaron
los marcadores 28S rRNA, amplificado con los partidores LIC24R y LR7
(Miadlikowska & Lutzoni 2000), e ITS, amplificado con los partidores ITS1F
(Gardes & Bruns 1993) e ITS4 (White et al. 1990). En el caso de las
cianobacterias se utilizd el marcador rRNA 16S, con los partidores especificos
para cianobacterias PCR1 y PCR18 (Wilmotte et al. 1993). Todas las reacciones
de PCR se prepararon utilizando “GoTaqg Green Master Mix” (Promega) y las
amplificaciones se llevaron a cabo en un termociclador Biorad T100™ de acuerdo
a las condiciones especificadas (Tabla 1). La calidad y el tamano de los
amplicones generados se visualizaron en geles de agarosa al 1,2% p/v tefidos
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con GelRed™ (Biotium), corridos en buffer TAE y revelados a 280 nm. Para el
caso de la amplificacion del marcador ITS desde algunas muestras se tuvo que
optimizar el programa de PCR debido a la presencia de bandas inespecificas y
en algunos casos se opto por purificar la banda de interés mediante el kit “Wizard
Genomic DNA Purification” (Promega). Posteriormente los amplicones se
enviaron a secuenciar en el sentido del partidor directo a Macrogen Inc. (Seul,
Corea del sur). Las secuencias se revisaron y editaron individualmente en
Rstudio con el paquete sangeranalyseR (Chao et al. 2020), donde se descartaron
algunas secuencias debido a que no contaron con la calidad necesaria para ser
utilizadas.

Tabla 1: Programas de amplificacion de los marcadores utilizados para la
identificacion de los simbiontes.

1 ciclo 30 ciclos 1 ciclo
Desnatura- Desnatura- o ‘s ‘s Extension
Marcador =% eRYIAT AL Hibridacion Extension -
Molecular lizacion inicial lizacion final

T(C) t(min) T(°C) t(min) T(C) t(min) T(°C) t(min) T (°C) t(min)

28S 94 01:00 94 00:30 53 00:30 72 01:30 72 04:00
ITS 94 05:00 94 00:45 56,4 00:30 72 01:30 72 10:00
16S 94 01:00 94 01:00 55 01:00 72 02:00 72 07:00

El analisis filogenético de las secuencias del marcador 28S rRNA e ITS se realiz6
en la plataforma T-BAS (Carbone et al. 2019), la cual contiene filogenias
previamente curadas por liquendlogos con experiencia en la definicion de
especies en el género Peltigera realizada en base a 7 loci (ITS, p-tubulina, RPB1,

28S rRNA, COR1b, COR3 y COR16).
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Finalmente, las secuencias ya editadas del cianobionte se alinearon con la
herramienta de alineamiento Muscle en el programa MEGA X (Kumar et al. 2018)
con una base de datos propia del laboratorio que incluye secuencias de
referencia obtenidas desde cianoliquenes, plantas y cianobacterias de vida libre.
El arbol obtenido se editd en la herramienta online iTOL (Letunic & Bork 2019).

Para confirmar con certeza la identidad del micobionte de cada muestra
seleccionada, se secuencid el marcador molecular ITS en sentido directo y
reverso para obtener secuencias de consenso y poder realizar una filogenia en

la plataforma T-BAS.

4.4 Extraccion de DNA de la microbiota asociada a las muestras
seleccionadas

Para la extraccion de DNA se fraccionaron mecanicamente 50 mg de talo, y 250
mg de sustrato o suelo, utilizando las muestras almacenadas a -20°C. A partir de
ellas se extrajo el DNA utilizando el kit de extraccion “DNeasy Power soil Kit”
(Qiagen), con modificaciones del protocolo en el paso de lisis celular y los tiempos
de precipitacion de contaminantes organicos e inorganicos. La concentracion y
calidad del DNA extraido se realizé utilizando un equipo espectrofotometro de
multiplaca Epoch Micro-Volume (Biotek) con el programa Gen5. Ademas, para

comprobar su integridad, el DNA extraido se visualizé en geles de agarosa al

0,8% (p/v) tefiidos con GelRed ™™ (Biotium) y corridos en buffer TAE.
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4.5 Seleccidén de partidores para la amplificacion del marcador 16S

Debido a que las muestras de cianoliquenes presentan una alta abundancia del

fotobionte principal (i.e. cianobacterias del género Nostoc), por lo que se busco

una pareja de partidores que excluyera cianobacterias para aumentar la

profundidad del analisis de los filos bacterianos mas reportados tanto para

liguenes como para suelo. Para ello, se realizé6 una busqueda bibliografica de

diferentes partidores que amplifican las regiones V4-V5 del gen rRNA 16S (Tabla

2) y se analizaron las zonas de hibridacion en el programa SnapGene Viewer.

Tabla 2: Partidores evaluados para amplificar la comunidad bacteriana.

Partidor Direccion Secuencia Referencia

16S F  Directo GGTAGTCYAYGCMSTAAACG Bach et al. 2002

515 F Directo GTGCCAGCMGCCGCGGTAA Turner et al. 1999

520F Directo AYTGGGYDTAAAGNG Claesson et al. 2009
519F Directo CAGCMGCCGCGGTAATWC Wang & Qian 2009

799F Directo AACMGGATTAGATACCCKG Chelius & Triplett 2001
A519F  Directo CAGCMGCCGCGGTAA Wang & Qian 2009

533F Directo TGCCAGCAGCCGCGGTAA Hongoh et al. 2003

517F Directo GCCAGCAGCCGCGGTAA Nossa et al. 2010

518F Directo CCAGCAGCCGCGGTAAT Muyzer et al. 1993

515fB Directo GTGYCAGCMGCCGCGGTAA Caporaso et al. 2012
799R2 Reverso CAGGGTATCTAATCCTGTT Edwards et al. 2008

802R Reverso  TACNVGGGTATCTAATCC Claesson et al. 2009
805R Reverso  GACTACCAGGGTATCTAAT Frank et al. 2007

806RB Reverso = GGACTACNVGGGTWTCTAAT Apprill et al. 2015

895F Reverso CRCCTGGGGAGTRCRG Hodkinson & Lutzoni 2009
895R Reverso CYGYACTCCCCAGGYG Berg & Koskella 2018
902R Reverso GTCAATTCNTTTGAGTTTYARYC Hodkinson & Lutzoni 2009
904R Reverso  CCCCGTCAATTCITTTGAGTTTYAR Hodkinson & Lutzoni 2009
907R Reverso CCGTCAATTCMTTTRAGTTT Muyzer et al. 1995

917F Reverso  GAATTGACGGGGRCCCGC Degnan & Ochman 2012
E806R Reverso = GGACTACCAGGGTATCTAAT Wang & Qian 2009

Nad-R Reverso  GGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTT Nadkarni et al. 2002
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Posteriormente, se realizaron combinaciones de estos partidores para realizar
PCR in silico en la herramienta TestPrime 1.0 (Klindworth et al. 2013) con el
criterio de 1 mismatch (excluyendo las primeras 5 bases del extremo 3’), y
utilizando la base de datos SILVA (Quast et al. 2012). Para las parejas posibles
se revisO que no existiera una diferencia en las Tm mayor a 5°C, ademas se
realizaron pruebas anadiendo nucleétidos en las zonas 5 o 3’, para ver si
mejoraba su cobertura, y disminuyendo el numero de bases degeneradas, para
obtener resultados con mayor reproducibilidad y una amplificacion mas eficiente

(Sambo et al. 2018).

4.6 Amplificacion del marcador 16S para secuenciacion masiva

Se escogié como mas adecuada la pareja de partidores 515F (Turner et al. 1999)
y 904RM modificado de Hodkinson & Lutzoni (2009). Los detalles de los
partidores seleccionados se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3: Informacién de los partidores seleccionados para la amplificacion de la
comunidad bacteriana excluyendo cianobacterias.

515F 904RM
Direccion Directo Reverso
Union en gen 16S 515-534 904-929
Secuencia 5'-3' GTGCCAGCMGCCGCGGTAA CCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTYAR
Tm 57,6-59,7 54,4-57,7

Nota: M (A/C), R (G/A), Y (G/A)

Con los partidores seleccionados, se amplificaron las muestras seleccionadas en

un termociclador BioRad T100™ utilizando para cada reaccion “GoTaq Green
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Master Mix” (Promega), 200 nM de cada partidor, BSA 0,5 mg/mL, 10 ng/uL de
DNA y se complet6 hasta 25 pL con agua libre de nucleasas. Las condiciones de
amplificacion se optimizaron para disminuir la presencia de bandas inespecificas,
quedando el programa optimizado de la siguiente manera: Desnaturalizacion
inicial 3 min a 94°C, 30 ciclos: 30 s a 94°C, 30 s a 60°C (velocidad de rampeo 0,1
°C /s)y 30 s a 72°C, con una extension final de 10 min a 72°C. Cada reaccion se
realizo en triplicado y se reviso el tamafo de los amplicones generados en geles
de agarosa al 2% (p/v) tefiidos con GelRed™ (Biotium) y corridos en buffer TAE.
Debido a la presencia de algunas bandas inespecificas, se corté cada banda de
interés desde el gel y posteriormente se purificaron con el kit “Wizard Genomic
DNA Purification” (Promega). Los productos de PCR purificados desde las 50
muestras seleccionadas se enviaron a secuenciar con la plataforma lllumina

MiSeq (300 pb x 2) a Macrogen Inc. (Seul, Corea del Sur).

4.7 Andlisis datos secuenciacion masiva

Las secuencias obtenidas se optimizaron en Rstudio con el paquete DADA2
(Callahan et al. 2016) donde todos los analisis se realizaron de forma individual
con 5 sets de datos [(i). Liquen P. antarctica, (ii). Sustrato P. antarctica, (iii).
Liquen P. rufescens, (iv). Sustrato P. rufescens y (v). Suelo] con el objetivo de
obtener la mejor asignacion de Amplicon sequence variant (ASV) para cada tipo

de muestra.
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Primero, se realiz6 un corte de las secuencias con los siguientes criterios de
calidad: promedio de calidad QC =30 y cuartil inferior QC 228 y posteriormente
se realizd la remocion de los partidores. Segundo, se elimind el ruido tanto en las
secuencias directas como reversas, eliminando las secuencias que podrian tener
un origen no biolégico. Tercero, se realizé la fusion de las secuencias directas y
reversas obtenidas. Cuarto, se realiz6 la remocion de quimeras. Quinto, se asigno
la taxonomia con IdTaxa (Murali et al. 2018) junto a la base de datos de Genome
Taxonomy Database (GTDB) (Parks et al. 2018).

Posteriormente, con el paquete Phyloseq (McMurdie & Holmes 2013), se generd
un archivo para cada tipo de muestra que contiene la taxonomia para cada ASV,
el recuento de ASVs por muestra y los metadatos de las muestras.

Luego se realizaron filtros de los ASVs obtenidos donde primero se dejaron solo
ASVs asignados a nivel del Dominio Bacteria, luego se eliminaron todos los ASVs
con menos de 10 lecturas y finalmente se dividié cada set de datos segun la
prevalencia de sus ASVs en 3 partes: (i) Peripheral (Prevalencia <50%), (ii) Pan
(50%< Prevalencia <90%) y (iii) Core (Prevalencia 290%). Producto de ello, se
crearon archivos en conjunto con los 5 sets de datos obteniendo 4 archivos para
los posteriores analisis: (i) Todo (Peripheral + Pan + Core), (ii) Peripheral, (iii) Pan
y (iv) Core.

Finalmente, con los siguientes paquetes de datos se realizaron los analisis
posteriores: Phyloseq (McMurdie & Holmes 2013), DESeq2 (Love et al. 2014),

ggplot2 ( Wickham el al. 2016), Limma (Ritchie et al. 2015), EnchancedVolcano
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(Blighe et al. 2019), ampvis2 (Andersen et al. 2018), Factoextra (Kassambara et
al. 2017), ade4 (Dray & Dufour 2007), INEXT (Hsieh et al. 2016), Complex
heatmaps (Gu et al. 2016), ggpubr (Kassambara 2020) y Microbiome (Lahti et al.
2017). El script con todos los analisis realizados en Rstudio se encuentra

disponible en el siguiente enlace: https://figshare.com/s/2e111f3b88237b3007bc.

4.8 Prediccion de las funciones presentes en el metagenoma

Como archivo de entrada para la prediccion de las funciones presentes en el
metagenoma de las muestras analizadas, se utilizo el archivo conjunto de los 5
sets de datos correspondiente al Core, esto se realiz6 como se describe en
Valenzuela (2020), utilizando la herramienta PICRUSTZ2 (Douglas et al. 2019).
Esta herramienta permite asociar cada ASV a un registro de la base de datos de
Integrated Microbial Genomes (IMG) (Chen et al. 2019) y realizar la prediccion de
las funciones presentes en su genoma. Mediante este algoritmo se compara cada
ASV con los genes rRNA 16S de la base de datos y se asigna un peso o
probabilidad de que este ASV posea cierta funcion segun la cercania con el
organismo mas cercano en la base de datos. Este proceso genera Tablas que
indican la funcion predicha para cada ASV segun el Enzime commission number
(EC number) (Barrett 1995) y segun el codigo en la base de datos KEGG

orthology (KO) (Kanehisa et al. 2016), para cada funcién.
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4.9 Analisis de las funciones predichas con relacién a la solubilizacién de
fésforo

El analisis de las funciones especificas de los solubilizadores de fésforo se realizé
en primer lugar filtrando la tabla obtenida en el procedimiento anterior, con el
objetivo de considerar sélo las funciones de interés, las que se muestran en la
Tabla 4. Esta tabla ya filtrada se editd para que indique unicamente presencia o
ausencia de las funciones de interés. Este proceso, paralelo al flujo original de
PICRUST?2, se realizé en el programa estadistico de Rstudio segun el script de
Valenzuela (2020). Luego, esta Tabla editada fue ingresada como dato de
entrada en PICRUST2 en la seccion “Metagenome prediction” obteniéndose 2
tablas i) Suma de cada funcion que se presenta por muestra y ii) Funcion
presente para cada ASV para cada muestra. Con los datos de la segunda tabla
se relacion6 cada ASV con la taxonomia asignada en los pasos anteriores.
Finalmente, se calcularon las abundancias relativas de cada gen de interés
respecto al total de microorganismos detectados en cada muestra, y se realizaron
los analisis en Rstudio con el script disponible en:

https://figshare.com/s/ba106e5a48b88d9ab170.
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Tabla 4: Genes relacionados al ciclo del fosforo.

Reaccion General Enzima Marcador Caodigo EC Codigo
molecular KO
Solubilizacion de Pi
Glucosa deshidrogenasa gdh, .
dependiente de FAD PQOGDH  EC 1159 K19813
P - H3PO, Quinoproteina gcd/mGDH EC:1.1.52  K00117
glucosa deshidrogenasa
Gluconato 2 deshidrogenasa gad EC:1.1.1.215 K22229
Mineralizacion de Po
IP + H,0 — Inositol 3-Fitasa phy/phyA EC:3.1.3.8 K01083
+ 6 Fosfatos 4-Fitasa appA EC:3.1.3.26  K01093
R,0ROPO; — R,0OH . _
+ ROPOZ- Fosfolipasa C plc EC:3.14.3 K01114
5'-Nucletidasa ushA EC:3.1.3.5 K11751
Fosfatasa acida de clase A phoN EC:3.1.3.2 K09474
Fosfatasa acida de clase B aphA EC:3.1.3.2 K03788
2_
I_T_Oppogi — ROH Fosfatasa acida de clase C CpPpA EC:3.1.3.2 K01078
! Fosfatasa alcalina A phoA EC:3.1.3.1 K01077
Fosfatasa alcalina B phoB EC:3.1.3.1 K01077
Fosfatasa alcalina D phoD EC:3.1.3.1 K01113
RP(OH), + H,0 2-amino-1- EC:1.13.11.7
- R—H+ H;P0, hidroxietilfosfonato dioxigenasa phnz 8 K21196
2_—arr_1|noetllfosfonato phnY* EC:1.14.11.4 K21195
dioxigenasa 6
2-aminoetil-fosfonato- phnW EC:2.6.1.37 K03430
piruvato transaminasa
Alfa-D-ribosa 1-metilfosfonato )
5-trifosfato difosfatasa phnM EC3.6.1.63  K06162
K06164/
Alfa-D-ribosa 1-metilfosfonato . K06166/
5-trifosfato sintasa phniGHL — EC:2.7.8.37  og165/
K05780
Fosfonoacetaldehido deshidro phnY ) K00206
genasa
Fosfonoacetaldehido hidrolasa phnX EC:3.11.1.1  K05306
Fosfonoacetato hidrolasa phnA EC:3.11.1.2 K19670
Fosfonopiruvato hidrolasa pphA/Pal  EC:3.11.1.3 K19669
Transportador fosfonatos
K02041/
No aplica Transportador ABC fosfonatos phnCDE EC.3.6.3.28/ K02042/
EC.7.3.2.2 K02044
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5. Resultados

5.1 Identificacion molecular de simbiontes de liquenes Peltigera en el sector
Tamango del Parque Nacional Patagonia

Se recolectaron 100 muestras de liquenes Peltigera en los siguientes ambientes:
(i) Bosque de Lenga adulto-renoval (n=20), (ii) Bosque de Lenga adulto (n=39) y
(iii) Estepa patagodnica (n=41). En la revision de calidad y edicion de las
secuencias del marcador molecular rRNA 28S se lograron obtener 92 secuencias
de las 100 que se esperaba, debido a que las muestras restantes no amplificaron
el marcador molecular en la reaccion de PCR o se obtuvo una secuencia de baja
calidad. El analisis a nivel de filogenia de las secuencias del 28S obtenidas
permitié identificar algunas muestras hasta el nivel de especies y otras a nivel de
clado (Figura 3), encontrandose 14 haplotipos (i.e. OTU) que se relacionan con
6 clados: (i) P. aubertii (OTU 10y 11), (ii) P. canina (OTU 00y 04), (iii) P. frigida/P.
patagonica (OTU 01, 12y 13), (iv) P. ponojensis/P. monticola (OTU 03, 07 y 08),

(v) P. rufescens (OTU 02, 05 y 08) y (vi) P. didactyla (OTU 09).
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Figura 3: Filogenia del género Peltigera obtenida desde la plataforma T-BAS con
el marcador 28S. Los nodos con soporte de bootstrap de 80 o mas se destacan
con lineas mas gruesas, cada clado esta representado por un color diferente y
las OTUs en las que se encuentran las muestras de este trabajo en color rojo.
Para cada una se indica el numero de OTU, el ambiente (BA: Bosque adulto, BR:

Bosque adulto-renoval, y EP: Estepa patagonica) en donde se encontraron las
muestras y el numero de muestras en cada ambiente.

Las secuencias de ITS no poseian una buena calidad para ser analizada por
filogenia, pero se logré rescatar la regidn hipervariable (RHV), la que se ha

propuesto como un marcador taxonémico poderoso a nivel de especie para toda
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la seccion Peltigera (Magain et al. 2018). Se pudieron analizar 82 RHVs que se
compararon con las secuencias de referencia disponibles en la literatura para
cada clado (Figura 4). A partir de ello se definio la especie mas probable con la
qgue se relacionan las muestras para 5 de los 6 clados encontrados: P. aubertii
(Clado P. aubertii), P. castanea (Clado P. didactyla), P. frigida (Clado P. frigida/P.
patagonica), P. fuscopraetextata (Clado P. canina), P. rufescens y Peltigera sp.
(Clado P. rufescens). Solo dos muestras (TAM 17, del BR y TAM 65, del BA)
presentaron secuencias de RHV y 28S no reportadas en la literatura, pero que
se agruparon con secuencias de referencia del clado P. rufescens. Ademas, las
muestras asociadas al clado P. ponojensis/P. monticola no se pudieron clasificar
a nivel de especie analizando la RHV debido a que no hay diferencias en esta
region de acuerdo con lo que se describe en la literatura. Sin embargo,
analizando los datos disponibles sobre la distribucion de las especies de este
clado, y un analisis de las secuencias ITS mas alla de la RHV, se pudieron asociar

a la especie P. antarctica (Figura A1, Anexo).

Figura 4 (figura en pagina siguiente): Alineamiento de la region hipervariable
del ITS. Se incluyen las regiones hipervariable definidas por Magain et al. (2018)
como referencia.
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GGGCACGCGTGGTTTGGC-TTTTTATGTGATGTGCCC -
GGGCACGCGTGGTTTGGC-TTTTTATGTGATGTGCCC -
GGGCACGCGTGGTTTGGC-TTTTTATGTGATGTGCCC-
GGGCACGCGTGGTTTGGC-TTTTTATGTGATGTGCCC-
GGGCACGCGTGGTTTGGC-TTTTTATGTGATGTGCCC-
GGGCACGCGTGGTTTGGC-TTTTTATGTGATGTGCCC -
GGGCACGCGTGGTTTGGC-TTTTTATGTGATGTGCCC -
GGGCACGCGTGGTTTGGC-TTTTTATGTGATGTGCCC-
GGGCACGCGTGGTTTGGC-TTTTTATGTGATGTGCCC
GGGCACGCGTGGTTTGGC-TTTTTATGTGATGTGCCC
GGGCACGCGTGGTTTGGC-TTTTTATGTGATGTGCCC -
GGGCACGCGTGGTTTGGC-TTTTTATGTGATGTGCCC -
GGGCACGCGTGGTTTGGC-TTTTTATGTGATGTGCCC-
GGGCACGCGTGGTTTGGCTTTTTTATGTGATGTGCCC- -~~~ -~ === ===
GGGCGTAGTTATTGGGCTAAAAACTTTTTTTTTGGTCTTAATACTTTGCCC -
GGGCGTAGTTATTGGGCTAAAAACTTTTTTTTTGGTCTTAATACTTTGCCC- -
GGGCGTAGTTATTGGGCTAAAAACTTTTTTTTTGGTCTTAATACTTTGCCC- -
GGGCGTAGTTATTGGGCTAAAAACTTTTTTTTTGGTCTTAATACTTTGCCC- -
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GGGCGTAGTTATTGGGCTAAAAAC-TTTTTTTTGGTCTTAATACTTTGCCC- -
GGGCGTAGTTATTGGGCTAAAAAC-TTTTTTTTGGTCTTAATACTTTGCCC- -
GGGCGTAGTTATTGGGCTAAAAAC-TTTTTTTTGGTCTTAATACTTTGCCC- -
GGGCGTAGTTATTGGGCTAAAAAC-TTTTTTTTGGTCTTAATACTTTGCCC- -
GGGCGTAGTTATTGGGCTAAAAAC-TTTTTTTTGETCTTAATACTTTGCCC- -
GGGCGTAGTTATTGGGCTAAAAAC-TTTTTTTTGGTCTTAATACTTTGCCC-
GGGCGTAGTTATTGGGCTAAAAAC-TTTTTTTTGGTCTTAATACTTTGCCC-
GGGCGTAGTTATTGGGCTAAAAAC-TTTTTTTTGGTCTTAATACTTTGCCC- -
GGGCGTAGTTATTGGGCTAAAAAC-TTTTTTTTGGTCTTAATACTTTGCCC- -
GGGCGTAGTTATTGGGCTAAAAAC-TTTTTTTTGGTCTTAATACTTTGCCC - -
GGGCGTAGTTATTGGGCTAAAAAC-TTTTTTTTGGTCTTAATACTTTGCCC- -
GGGCGTAGTTATTGGGCTAAAAAC-TTTTTTTTGGTCTTAATACTTTGCCC- -

GGGCCCGGTATGGATTTTTTITTITTTTTAAAAAA- - - -GTCTTGTGATGTCGLCT -~~~ == === mmmcm e m o mm ==
GGGCGCGGTTCTTTGGCTTCT - - AAAAAAATAAAAAATAAATTTTTTTTTGTTTTTTTTTTTGTGGGGTCTTAGGCTTTGCCC
GGGCGCGGTTCTTTGGCTTCT - - AAAAAAATAAAAAATAAATTTTTTTTTGTTTTTTTTTTITGTGGGGTCTTAGGCTTTGCCC
GGGCGCGGTTCTTTGGCTTCT - - AAAAAAATAAAAAATAAATTTTTTTTTGTTTTTTTTITTITGTGGGGTCTTAGGCTTTGCCC
GGGCGCGGTTCTTTGGCTTCT - - AAAAAAATAAAAAATAATTTTTTTTTTG--TTTTTTTTTGTGGGGTCTTAGGCTTTGCCC
GGGCGCGGTTCTTTGGCTTCT - - AAAAAAATAAAAAATAATTTTTTTTTTG--TTTTTTTTTGTGGGGTCTTAGGCTTTGCCC
GGGCGCGGTTOTTTGGCTTCT--AAAAAAATAAAAAATAATTTTYTTTTTG--TTTTTTTTTGTGGGGTCTTAGGCTTTGCCG
GGGCGCGGTTCTTTGGCTTCT - - AAAAAAATAAAAAATAAATTTTTT G--TTTTTTTTTGTGGGGTCTTAGGCTTTGCCC
GGGCGCGGTTGTTTGGOTTGT--AAAAAAATAAAAAATAAATTTTTTTTTG TTITTTTTITTITGTGGGGTCTTAGGCTTTGCCC
GGGCGCGGTTCTTTGGCTTCTAAAAAAAAATAAAAAATAAATTTTTTTTTG--TTTTTTTTTGTGGGGTCTTAGGCTTTGCCC
GGGTTCGGTTTGGCTTCAAA- - - -TTTTTTTITTTTTTTTGAGGTCTTATATGCCC -~~~ -~c-meccccccccancaanan
GGGTTCGGTTTGGCTTCAAAA-TTTTTTTITTITTTTTTTTGAGGTCTTATATGCCC- -
GGGTTCGGTTTGGCTTCAAAA-TTTTTTTTTTTTTTTTTGAGGTCTTATATGCCC- -
GGGTTCGGTTTGGCTTCAAAA-TTTTTTTITTITTTTTTTTGAGGTCTTATATGCCC - -
GGGTTCGGTTTGGCTTCAAAA-TTTTTTTTTTTTTTTTTGAGGTCTTATATGCCC- -
GGGTTCGGTTTGGCTTCAAAA-TTTTTTTTTTTTTTTTTGAGGTCTTATATGCCC- -
GGGTTCGGTTTGGCTTCAAAA-TTTTTTTITTITTTTTTTTGAGGTCTTATATGCCC- -
GGGTTCGGTTTGGCTTCAAAA-TTTTTTTTTTTTTTTTTGAGGTCTTATATGCCC - -
GGGTTCGGTTTGGCTTCAAAA-TTTTTTTTTTTTTTTTTGAGGTCTTATATGCCC - -
GGGTTCGGTTTGGCTTCAAAA-TTTTTTTTTTTTTTTTTGAGGTCTTATATGCCC - -
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Figura 4: Leyenda en pagina anterior.



Por otra parte, con las secuencias editadas del cianobionte se obtuvieron 88 de
las 100 secuencias deseadas, con lo que se definieron 11 haplotipos (i.e. 100%
idénticas a nivel de nucledétidos) y un representante de cada haplotipo se incluy6
en el analisis filogenético (Figura 5).

Los resultados resumidos de identificacion de los simbiontes y de la distribucion
global de las diferentes especies de liquenes se muestran en la Figura 6. En el
Bosque de lenga adulto-renoval se detectaron mayoritariamente P.
fuscopraetexta, de distribucion bipolar, y P. antarctica y P. frigida, ambas
endémicas, siendo el cianobionte C01 el predominante. En la Estepa patagonica
se encontraron 2 especies mayoritarias, P. rufescens de distribucion cosmopolita
y P. antarctica de distribucion endémica, con una alta predominancia del
cianobionte C08. Cabe destacar que en este ambiente se encontré solo un
ejemplar de P. castanea, de distribucion bipolar. Por ultimo, en el Bosque de
lenga adulto se encontr6 mayor abundancia de P. aubertii, de distribucion
endémica, encontrandose también algunos ejemplares de P. fuscopraetexta, de
distribucion bipolar, y P. frigida, de distribucion endémica. En este ambiente, el

cianobionte mas abundante fue el C16.

Figura 5: (figura en pdgina siguiente) Arbol filogenético de las secuencias del
marcador 16S de los cianobiontes utilizando el método Neighbor-Joining. El
analisis incluy6 70 secuencias de nucledétidos. Los soportes se indican para los
nodos con valores de bootstrap > 60%. Los haplotipos reportados previamente
en trabajos del laboratorio se destacan en verde, los encontrados en este estudio
se indican como BR= Bosque lenga adulto-renoval, EP= Estepa patagonica y
BA= Bosque lenga adulto.
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Figura 5: Leyenda en pagina anterior.
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Figura 6: Graficos Circos que muestran la relacion entre el micobionte y el
fotobionte de las muestras en los diferentes ambiente (A, C y E) y la distribucion
global de las especies Peltigera encontradas en cada ambiente (B, Dy F).
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Dados estos resultados, se decidio seleccionar como ambiente de estudio para
los analisis posteriores la Estepa patagdnica, debido a que es el unico ambiente
que cuenta con un minimo de 10 individuos de una especie con distribucion
endémica del sur de Argentina y Chile (P. antarctica) y 10 individuos de una
especie con distribucion cosmopolita (P. rufescens), ambas con el mismo
cianobionte (haplotipo C08).

Por lo tanto, se seleccionaron 10 muestras de P. rufescens, 10 muestras de P.
antarctica, cada una con sus respectivos sustratos, y se incluyeron 10 muestras
de suelo aledafio. La georreferenciacion de las muestras seleccionadas se

muestra en el mapa de la Figura 7 y las fotografias en la Figura 8.

Leyenda
, P. antarctica
, P. rufescens
® Suelo

Google Earth

Image © 2020 Maxar Technologies

Figura 7: Ubicacion de las 30 muestras seleccionadas en el ambiente de estepa
patagonica. En verde las muestras de P. antarctica, en rosado las de P. rufescens
y en café los suelos.
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5.2 Seleccidn de la pareja de partidores para la amplificacion del marcador
16S

La pareja que se escogio como mas adecuada fue la pareja de partidores 515F
(Turner et al. 1999) y 904RM modificado de Hodkinson & Lutzoni (2009), los
detalles de los partidores seleccionados se muestran en la Tabla 4. Esta pareja
se selecciono debido a que presenta la mejor cobertura para el Dominio Bacteria
(73,3%), excluye representantes de los Dominios Archaea (0,6%) y Eukarya (0%)
(Figura 9.A), y logra una amplia cobertura de los filos bacterianos de interés
(Figura 9.B), incluyendo una gran exclusion de representantes del Filo
Cyanobacteria (2,6%). Esta pareja de partidores es Optima para realizar
metabarcoding del gen 16S, debido a que genera un amplicon de 410 pb, el
partidor 515F cuenta solo con 1 base ambigua y el partidor 904RM cuenta con 2
bases ambiguas, la diferencia de temperatura de hibridacidén es cercana a 5°C

(3,2°C-5,3°C) y no posee mistmatch en las primeras 5 bases del extremo 3'.



Bacteria - 73.3%

Archaea - 0.6%

Eukarya - 0%

Gemmatimonadetes - 94.6%

Proteobacteria - 93.

comicrobia - 89.3

Acidobacteria - 89.1%

Figura 9: Porcentaje de cobertura partidores 515F-905RM. A) Dominios y B)
Filos bacterianos de interés recuperados desde la base de datos al realizar PCR
in silico.
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5.3 Diversidad de la microbiota asociada a talos de P. antarctica y P.
rufescens, sus sustratos y suelos aledainos

De las 50 muestras, la muestra TAM 45, correspondiente a un talo liquénico, no
paso las pruebas de calidad por lo cual no se secuencié. Por lo tanto, también se
descarto su sustrato, quedando un total de 48 muestras (9 liquenes P. antarctica,
10 liquenes P. rufescens, cada talo con su sustrato, y 10 suelos).

Las secuencias obtenidas se optimizaron con el paquete DADA2 (Callahan et al.
2016), donde primero se revisa la calidad general de las secuencias (Figura A2-
A6 Anexo). Con los parametros de calidad establecidos, se obtuvo un corte para
las secuencias en sentido directo en la base 287 y en sentido reverso en la base
201, a partir de las cuales después de la remocion de los partidores, se obtuvo
una secuencia en sentido directo de 268 bases de largo y en sentido reverso de
176 bases de largo, siendo suficiente para realizar la correcta fusion de ambos
segmentos. La fusion de las secuencias directas y reversas dieron lugar a
secuencias de un largo total entre 369 y 372 bases. Finalmente, se realizo la
remocioén de quimeras. Los resultados de las secuencias remanentes luego de

cada uno de los filtros mencionados se muestran en la Figura 10.
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Figura 10: Graficos del numero de secuencias remanentes luego de los
diferentes pasos de limpieza por DADAZ2. A) Secuencias iniciales, B) Secuencias
filtradas por el corte de la secuencia, C) Secuencias luego de la fusion de lecturas
directas y reversas, y D) Secuencias sin quimeras.

Una vez aplicados los filtros y remociones mencionados, se verificd que los datos
cuentan con una profundidad de secuenciacion adecuada y aun se poseia

suficiente cobertura de ASVs para dar cuenta de la diversidad bacteriana en cada

tipo de muestra (Figura 11).
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Figura 11: Grafico de rarefaccion. Se muestra el promedio del numero de
secuencias contra el numero de ASVs acumulado para cada tipo de muestra.

Al dividir los ASVs de cada tipo de muestra segun su prevalencia (Peripheral, Pan
y Core), se encontrd que la mayoria de los ASVs representados por 10 lecturas
0 menos estan presentes en solo ~50% de las muestras, y que un alto numero
de ASVs con gran cantidad de lecturas estan presentes en mas del 90% de cada
tipo de muestra (Figura A7, Anexo). Por lo tanto, los analisis posteriores se
realizaron solo considerando los ASVs que forman parte de la seccion Core de la
diversidad.

A partir de los datos filtrados, se realizé un analisis de la diversidad alfa con el
indice de Shannon a nivel de ASVs (Figura 12), donde se puede observar que,
aunque todas las comparaciones fueron estadisticamente significativas, la

diversidad entre los talos de P. antarctica y P. rufescens es muy similar, y que
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estos poseen una menor diversidad que sus sustratos. Asimismo, los sustratos y

suelos tienen una alta diversidad y es muy similar entre ambos tipos de muestras.

Tipo de muestra . Talo P. antarctica E Sustrato P. antarctica - Talo P. rufescens E Sustrato P. rufescens . Suelo

ns

10 I

ns

Indice de Shannon

4

Figura 12: indices de diversidad de Shannon basados en el nimero de ASVs del
Core. Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas (****= p<
0.0001, ***= p<0.001, **= p<0.01, *= p< 0.05) y ns no significativas determinadas
mediante el test de Wilcoxon.

Posteriormente, se realiz6 un mapa de calor para evaluar las similitudes vy
diferencias entre las muestras a nivel de ASVs (Figura 13). Se encontr6 que cada
tipo de muestra posee diferentes patrones de presencia y abundancia de los
ASVs, siendo los ASVs mas abundantes relacionados con un tipo particular de

muestra, aunque no exclusivos de las muestras donde son mas abundantes. Esta
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observacion se confirma en el analisis del diagrama de Venn de la Figura 14,
donde se muestra que existen 141 ASVs exclusivos para las muestras de talo de
P. antarctica, 545 para las muestras de sustrato de P. antarctica, 89 para las
muestras de talo de P. rufescens, 250 para las muestras de sustrato de P.
rufescens y 648 para las muestras de suelo. Por otra parte, se observa que 55
ASVs son compartidos por todos los tipos de muestra, y que las muestras de
sustratos comparten mas ASVs con las muestras de suelo que con las muestras
de su respectivo talo liquénico. Ademas, se observa que el numero mas bajo de
ASVs compartidos entre dos tipos de muestras se presenta al comparar las
muestras de talos de ambas especies de liquenes y las muestras de suelo (1
para P. antarctica y 2 para P. rufescens), y que el numero mas alto de ASVs

compartidos se da entre las muestras de ambos sustratos y de suelo (402 ASVs).
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Figura 13: Mapa de calor de los ASVs del Core. Se muestra el
normalizado) para cada ASV en cada muestra.
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Figura 14: Diagrama de Venn de los ASVs del Core para cada tipo de muestra.

Al analizar la taxonomia asignada a cada ASV, se observa que los 2 filos

predominantes en todas las muestras son Proteobacteria y Actinobacteriota

(Figura 15), siendo las primeras mas abundantes en las muestras de talos, las

segundas en las muestras de sustrato y ambas estan en similar abundancia en

las muestras de suelo. Ademas, se observa que el patrén de diversidad de los

sustratos es mas parecido al del suelo, donde Acidobacteriota, Chloroflexota y

Gemmatimonadota estan en mayor abundancia que en talos.
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Figura 15: Graficos de barras de la frecuencia relativa de los filos bacterianos
para cada muestra. En la banda gris se indica el tipo de muestra y en la leyenda
se indica el color correspondiente a cada filo bacteriano.

El analisis a nivel taxondmico de la diversidad beta a nivel de los filos bacterianos
(Figura 16.A), muestra una clara separacion de los diferentes tipos de muestras:
Talos (P. antarctica y P. rufescens), sustratos (P. antarctica y P. rufescens) y
suelo, lo que se corrobord mediante un analisis PERMANOVA (Tabla A2, Anexo).

Los talos tienen una predominancia de bacterias pertenecientes a los filos

Proteobacteria, Cyanobacteria y Armatimonadota; los sustratos de los filos

48



Verrucomicrobiota, Bacteroidota, Actinobacteriota; y los suelos de los filos
Nitrospirota y Chloroflexota. A un nivel taxonédmico menor, también se observo
una clara separacion entre las muestras de talos, sustratos y suelo (Figura 16.B),
siendo estas diferencias estadisticamente significativas (Tabla A3, Anexo).

A nivel de clases se encontro que la separacion de las muestras de talos del resto
de las muestras tiene una alta relacion con la abundancia de bacterias de las
clases Alphaproteobacteria (filo Proteobacteria) y Cyanobacteriia (filo
Cyanobacteria). La separacion de las muestras de sustrato de P. antarctica se
relaciona con la abundancia de las clases Clostridia (Firmicutes A),
Ktedonobacteria  (Chloroflexota), = Bdellovibrion A (Bdellovibrionota),
Acidimicrobiia (Actinobacteriota) y Thermoleophilia (Actinobacteriota), y de las
muestras de sustrato de P. rufescens con la abundancia de las clases
Actinomycetia  (Actinobacteriota), Bacteroidia (Bacteroidota), BOG-944
(Armatimonadota) y Planctomycetes (Planctomycetota). Por ultimo, la separacion
de las muestras de suelo tiene relacion con la abundancia de las clases
Nitrospiria  (Nitrospirota), EIllin6529 (Chloroflexota), 'y Methylomirabilia

(Methylomirabilota).
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Figura 16: Analisis de componentes principal (PCA) basado en (A) los filos
bacterianos y (B) las clases bacterianas obtenidos para el Core de cada muestra.
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Finalmente, se realizaron analisis de abundancia diferencial donde se
compararon los géneros entre los talos (Figura 17.A) y los sustratos de ambas
especies (Figura 17.B). En el talo de P. antarctica predominan los géneros Bosea
y Brevundimonas del filo Proteobacteria, y Kineococcus, Kribbella,
Microbacterium y Umezawaea del filo Actinobacteriota; mientras que en el talo de
P. rufescens predominan los géneros Capsulimonas del filo Armatimonadota,
Segetibacter del filo Bacteroidota, Cronobacter y Tardiphaga del filo
Proteobacteria, y Granulicella A del filo Acidobacteriota. Por otro lado, en el
sustrato de P. antarctica predominan los géneros Bradyrhizobium, Caballeronia
y Phyllobacterium del filo Proteobacteria, DP-19 del filo Desulfobacterota, y CF-
167 del filo Chloroflexota; mientras que en el sustrato de P. rufescens predominan
los géneros Bryocella y Sulfotelmatobacter del filo Acidobacteriota, Actinocrispum

del filo Actinobacteriota y Kaistia, Belnapia y Luteibacter del filo Proteobacteria.
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Figura 17: Abundancia diferencial de los géneros bacterianos al comparar los
(A) talos y (B) sustratos de P. antarctica vs. P. rufescens. Al lado derecho los
géneros predominantes en P. antarctica y al izquierdo en P. rufescens. Se
muestran solo los géneros con diferencias significativas.
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5.4 Genes relacionados con la solubilizacion de fosforo en talos de P.
antarctica y P. rufescens, sus sustratos y suelos aledaios

De las 23 funciones relacionadas con el metabolismo del fésforo buscadas en las
muestras (Tabla 4), se encontraron presentes 14 (Figura 18). Todas las muestras
presentaron una alta abundancia del gen phoD (fosfatasa alcalina), siendo mas
abundante en sustratos y suelos. Por otra parte, el gen gcd (liberacion acidos
organicos) predominé en suelos y el gen plc (fosfodiesterasa) predomind en
sustratos. En las muestras de talo, predominaron los genes relacionados al
metabolismo de fosfonatos phnIGHL, phnM, phnW'y phnX (fosfonatasas) junto
con phnCDE (transportador de fosfonatos), y también los genes phy/phyA
(fitasa), phoN (fosfatasa acida) y phoA/B (fosfatasa alcalina), aunque en menor
abundancia que los genes anteriores.

Al analizar la diversidad de estos genes comparando los tipos de muestras
(Figura 19), se encontr6 que los talos de P. antarctica 'y P. rufescens comparten
los mismos genes relacionados con la solubilizacion de fésforo, pero que estos
son distintos a los que se encuentran en sus respectivos sustratos y el suelo. Por
lo tanto, se observan dos separaciones claras: las muestras de talos de ambas
especies separadas de las muestras de sustratos de ambas especies junto a las
muestras de suelo, siendo las diferencias estadisticamente significativas (Tabla

A4, Anexo).
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Figura 18: Mapa de calor de los genes relacionados con el metabolismo del
fésforo. Se muestra la abundancia relativa para cada gen en cada muestra.
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Figura 19: Analisis de componentes principales (PCA) basado en los genes
relacionados al metabolismo del fésforo predichos para cada muestra.

Posteriormente, se relaciond la diversidad de genes relacionados con el
metabolismo del fésforo con la asignacién taxondmica del ASV que permitid
predecir la presencia de dichos genes (Figura 20). Se encontré6 que en las
muestras de talos de ambas especies predominaron los genes relacionados con

el metabolismo de fosfonatos, tanto los que codifican para una fosfonatasa
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(phnlGHL 'y phnM) como para un transportador de fosfonatos (phnCDE),
relacionados con el filo Proteobacteria. En las muestras de sustratos de ambas
especies predomind un gen que codifica una fosfodiesterasa (p/c) y uno de una
fosfatasa (phoD), ambos relacionados con el filo Actinobacteriota. En el caso de
las muestras de suelo, si bien ningun gen se encontré en una muy alta
abundancia, los genes gcd (solubilizacion de fésforo inorganico) y phoD
(fosfatasa) relacionados con el filo Acidobacteriota fueron mas abundantes que
en las otras muestras.

Al analizar la diversidad de los genes relacionados con el metabolismo del fosforo
junto a su asignacion taxonomica (Figura 21), se encontro una separacion segun
el tipo de muestra (i.e. talos, sustratos y suelo), pero sin separacidon entre las
muestras de P. antarctica y P. rufescens, lo que fue corroborado por analisis de
PERMANOVA (Tabla A5, Anexo). De manera general, los genes/filos que se
describieron anteriormente con los que mas contribuyen a la separacion de los
diferentes tipos de muestras, pero llama la atencion la gran influencia de genes
relacionados con el filo Patescibacteria en la separacién de las muestras de

sustrato.
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Figura 20: Mapa de calor de los genes relacionados con el metabolismo del
fésforo con su filo bacteriano asociado. Se muestra la abundancia relativa para

cada gen en cada muestra.
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Figura 21: Analisis de componentes principal (PCA) basado en los genes
relacionados al metabolismo del fosforo con su asignacion taxonomica a nivel de
filo. Se muestran las 20 variables (gen-filo) que contribuyen mas al ordenamiento
de las muestras.
Al comparar el numero de genes relacionados al metabolismo del fosforo con su

asignacion taxonomica a nivel de género presentes en las diferentes muestras

(Figura 22), se encontro que las muestras de suelo poseen 42 genes identificados
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a nivel de género exclusivamente detectados en ellas. Ademas, 127 de estos

genes identificados a nivel de género se detectaron en todas las muestras, siendo

una fraccién mayoritaria de lo encontrado en las muestras de talos liquénicos. Sin

embargo, el grupo que comparte mas genes identificados a nivel de género son

las muestras de sustratos y suelo (132). Ademas, las muestras de sustrato de P.

antarctica comparte 38 genes identificados a nivel de género con las muestras

de suelo, a diferencia de las muestras de sustrato de P. rufescens que solo

comparte 11.

Sustrato P. antarctica

34

Talo P. antarctica

11

Suelo

Talo P. rufescens

~

Sustrato P. rufessens

Figura 22: Diagrama de Venn de los genes relacionados al metabolismo del

fésforo con su asignacion taxonomica a nivel de género.
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Al analizar la abundancia diferencial de los genes relacionados con la
solubilizacion de fésforo de acuerdo con la asignacidon taxondmica a nivel de
género, se observan diferencias tanto entre talos como entre sustratos al
comparar ambas especies (Figura 23). Al comparar las muestras de talos de
ambas especies, se encontré que en P. antarctica fueron mas abundantes los
genes gcd, phoA/B, phoN, phnCDE, phnlGHL y phnM relacionados con los
géneros Brevundimonas, Bosea y Geminicoccus (Proteobacteria) y los genes
phy/phyA, phoA/B, phoD, phnXy plc relacionados con los géneros Blastococcus,
Kribbella y Umezawaea (Actinobacteriota); mientras que en P. rufescens fueron
mas abundantes los genes phoD, plc, appA y gcd relacionados con el género
Granulicellla A (Acidobacteriota), los genes phoA/B y plc relacionados con el
género Segetibacter (Bacteroidota) y los genes gcd, phoA/B, phoN, phnCDE,
phnlGHL y phnM relacionados con los géneros Sphingomonas, Tardiphaga y
URHDO088 (Proteobacteria). Por otra parte, al comparar las muestras de sustratos
de ambas especies, se encontrd que en P. antarctica fueron mas abundantes los
genes phoA/B y phnCDE relacionados con el género DP-19 (Desulfobacterota),
los genes appA, phoD, plc, phnA y phoN relacionados con los géneros
Caballeronia, Bradyrhizobium y Phyllobacterium (Proteobacteria) y los genes
phy/phyA relacionados con el género Actinoplanes (Actinobacteriota); mientras
que en P. rufescens fueron mas abundantes los genes appA, gcd, plc, phnCDE,

phnM, phnlGHL, phoA/B y phoN relacionados con los géneros Tardiphaga,
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Luteibacter y Kaistia (Proteobacteria) y los genes appA, gcd, plc y phoD

relacionados con el género Sulfotelmatobacter (Acidobacteriota).
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Figura 23: Abundancia diferencial de los genes relacionados con el metabolismo
del fosforo asignados a los diferentes géneros bacterianos entre (A) talos y (B)
sustratos de P. antarctica vs. P. rufescens. Al lado derecho los genes
predominantes en P. antarctica y al izquierdo en P. rufescens.
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Por ultimo al comparar los talos o sustratos con el suelo (Figura 24), se encontré
que en talos fueron mas abundantes los genes gcd, plc y phoD relacionados al
género Terriglobus (Acidobacteriota) y phnCDE, phnlGHL, phnM, phoA/B, phoD
y phoN relacionados a los géneros LB1516, Lichenihabitans y Roseomonas
(Proteobacteria); mientras que en suelo se encontraron los genes phy/phyA, gcd
y phoD relacionados al género UBA4729 (Patescibacteria), los genes phnCDE,
phnW, phnM, phnlGHL, phnA, phoD, cppA y appA relacionados al género
Reyranella (Proteobacteria) y los genes phoD, plc y appA relacionados a Bog-
209 (Acidobacteriota). Por otra parte, en los sustratos se encontraron los genes
gcd, plc, appA y phoD relacionados a los géneros Terriglobus y Granulicella A
(Acidobacteriota) y los genes phnCDE, phnlGHL, phnM, phoA/B y phoD
relacionados a los géneros LB1516 y Lichenihabitans (Proteobacteria), mientras
que en suelo se encontraron los genes phoD, plc y appA relacionados a Bog-209
(Acidobacteriota), phoA/B, plc y phy/phyA relacionados a Chitinophaga
(Bacteroidota) y phoD, phoA/B y plc relacionados a Bog-532 y Nocardia

(Actinobacteriota).
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Figura 24: Abundancia diferencial de los genes relacionados con el metabolismo
del fosforo asignados a los diferentes géneros bacterianos entre (A) talos y (B)
sustratos vs. suelo. Al lado derecho los genes predominantes en (A) talos o (B)
sustratos y al izquierdo en suelos.
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6. Discusion

6.1 Diversidad de las especies de liquenes Peltigera en tres ambientes del
sector Tamango del Parque Nacional Patagonia

En estudios previos de nuestro grupo en la regién de Aysén, especificamente en
la Reserva Nacional Coyhaique, se observé que existe una distribucion de
especies de liquenes segun el ambiente que se estudia. En el caso de bosques
de lenga (Nothofagus pumilio), se ve una predominancia de P. frigida y P.
fuscopraetexta, en cambio en zonas de pradera predominan P. antarctica y P.
rufescens (Leiva 2015; Leiva et al. 2016; Muster 2019; Veas 2019; Zuiiga et al.
2015). En este trabajo, se estudio la diversidad de especies de liquenes Peltigera
en una zona mas austral de la regidn con coberturas vegetacionales similares,
especificamente el sector Tamango del Parque Nacional Patagonia.

Antes de formar parte del Parque Nacional Patagonia, el sector Tamango era
conocido como Reserva Nacional Tamango, la cual fue creada en el ano 1967
debido al proceso de erosion que estaba disminuyendo los bosques y praderas
de la zona. En el sector existen bosques aun sin intervencion humana, siendo la
especie principal la lenga, los cuales coexisten con una zona de transicion natural
hacia la estepa patagonica. Luego, en la década de los 80, debido a los
avistamientos de huemules la reserva cobr6é aun mas importancia (Muleta et al.
2021). Posteriormente, gracias a la donacion de Tompkins Conservation Chile,

se creo el actual Parque Nacional Patagonia. Esta iniciativa tiene como objetivo
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proteger la vida silvestre de la Patagonia y consiste en la fusion del Parque
Privado Patagonia, la Reserva Nacional Tamango y la Reserva Nacional
Jeinimeni.

En este estudio se encontr6 que existen diferencias entre los 3 ambientes
estudiados (i.e. Bosque lenga adulto-renoval, Bosque lenga adulto y Estepa
patagonica). En el Bosque lenga adulto-renoval, existe la mayor diversidad de
especies de liquenes Peltigera con diferente grado de distribucion global (2
endémicas, 1 bipolar, 1 cosmopolita y 1 sin registros previos). La especie
predominante es P. fuscopraetexta que se asocia preferentemente con el
cianobionte C01. Sigue en cuanto a diversidad el Bosque de lenga adulto, en el
que se encontraron 4 especies (2 endémicas, 1 bipolar y 1 sin registros previos),
siendo la especie predominante P. aubertii asociada principalmente al haplotipo
de cianobionte C16. Por ultimo, en la Estepa patagdnica se encontraron 3
especies (1 endémica, 1 cosmopolita y 1 bipolar), con predominancia de 2
especies que presentaron similar abundancia: P. rufescens y P. antarctica,
ambas asociadas preferente o exclusivamente con el cianobionte CO08.
Finalmente, en la Estepa patagdnica se encontré una sola especie: P. castanea,
la cual solo ha sido reportada previamente en Canada, Estonia, Rusia y Antartica
(Halici et al. 2020) siendo este el primer reporte en Chile e incluso de América
del Sur y el segundo reporte en el Hemisferio Sur, lo que contribuye a confirmar

su distribucién como especie bipolar.
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Es importante destacar lo fundamental de la confirmacidn molecular de la
identidad de las especies liquénicas, en particular las del género Peltigera, ya
que existen varias especies cripticas (Crespo & Pérez-Ortega 2009; Thorsten
Lumbsch & Leavitt 2011) que no se pueden diferenciar por caracteristicas
morfolégicas y quimicas. Un problema de los estudios de la diversidad de
liquenes basados en morfologia es que un micobionte puede asociarse con mas
de un fotobionte o tener un microbioma distinto segun el ambiente en que se
encuentre, lo que lleva a que una misma especie pueda presentar diferente
morfologia dependiendo del habitat, o incluso que algunas especies sean
indistinguibles debido a la homogeneizacién morfolégicamente que podria
provocar un microbioma similar (Spribille 2018). Por otro lado, también es
importante destacar que los estudios sobre diversidad liquénica basados en la
identificacion molecular son fundamentales para conocer la distribucion global de
las especies e incluso para la descripcion de nuevas especies que podrian ser
endémicas de ambientes poco estudiados como los del sur de Chile. En este
punto cabe mencionar que muchas de las descripciones mas completas sobre el
género Peltigera tienen escasos representantes del hemisferio sur, y ello limita la
correcta identificacion de especies exclusivas de ambientes de dicha region. Por
ejemplo, algunas de las RHV definidas por Magain et al. (2018) para en el que se
encuentra P. antarctica (clado P. ponojensis/P. monticola), son compartidas por
mas de una especie probablemente debido a la escasez de secuencias de

representantes de especies con distribucién estrecha. Para ese caso en
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particular, y considerando lo encontrado al analizar varias de nuestras
secuencias, planteamos extender o cambiar la RHV de ese clado por una region
de la secuencia del marcador ITS que permite diferenciar todas las especies de

dicho grupo.

6.2 Diversidad del microbioma en los talos de P. antarctica y P. rufescens,
sus sustratos y suelos en una estepa patagoénica del sector Tamango del
Parque Nacional Patagonia

En este trabajo se decidié trabajar con diez réplicas de una especie de liquen
Peltigera endémica y otra cosmopolita coexistiendo en un mismo ambiente y con
el mismo cianobionte, para disminuir los factores intrinsecos y extrinsecos que
influyen sobre la microbiota liquénica (Hodkinson et al. 2012; Leiva et al. 2016;
Parrot et al. 2016; Ramirez-Fernandez et al. 2014). El ambiente en que se
encontraron especimenes suficientes para cumplir con esos requisitos, es la
estepa patagonica, las dos especies seleccionadas fueron P. antarctica y P.
rufescens, coexistiendo en un area de aproximadamente 2.400 metros
cuadrados, y ambos con el mismo cianobionte perteneciente al haplotipo CO08.
Se obtuvieron en promedio 85.000 lecturas por muestra, desde las cuales luego
de aplicar filtros y la asignacion taxonomica se asignaron a 9.587 ASVs. El
analisis de la diversidad beta, a nivel de filo, permitié determinar que existe una
clara diferencia entre la microbiota asociada a cada uno de los microambientes,

i.e. talo, sustrato y suelo. Resultados similares se obtuvieron al estudiar las
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comunidades microbianas asociadas a la especie P. frigida (Leiva 2019; Leiva et
al. 2021; Muster 2019). En nuestro caso, no detectamos diferencias al comparar
las comunidades microbianas de los talos de P. antarctica y P. rufescens, siendo
ambas influenciadas principalmente por la diversidad de los filos bacterianos
Proteobacteriay Cyanobacteria. La influencia de ambos filos es esperable debido
a que se ha visto que Proteobacteria es el filo predominante en liquenes del
género Peltigera (Graham et al. 2018; Hodkinson et al. 2012; Leiva et al. 2021,
Sigurbjornsdattir et al. 2015), y que el fotobionte de los liquenes estudiados,
cianobacterias del género Nostoc, pertenecen al filo Cyanobacteria. A pesar del
uso de partidores que excluyen cianobacterias, encontramos representantes de
este filo, pero en mucho menor medida que lo que se encontré en estudios donde
se usaron partidores universales, en los cuales las cianobacterias pueden llegar
a representar hasta ~25% (Sierra et al. 2020).

Al analizar el numero de ASVs, encontramos que el suelo es el microambiente
con mayor cantidad de ASVs unicos, y que los sustratos comparten mas ASVs
con el suelo que con su talo liquénico. Esto indicaria que el liquen tiene un efecto
sobre la diversidad microbiana del sustrato, generando condiciones que
seleccionan preferentemente ciertos microorganismos debido, por ejemplo, a la
produccion de metabolitos que pueden lixiviar desde el talo liquénico (Leiva et al.
2016).

Los filos bacterianos encontrados en las muestras de suelo (i.e. Proteobacteria,

Actinobacteriota, Acidobacteriota, Bacteroidota, Chloroflexota y
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Gemmatimonadota) coinciden con los que son por lo general reportados como
los mas predominantes en los suelos a nivel global (Delgado-Baquerizo et al.
2018). Sin embargo, de acuerdo con nuestro conocimiento, no existen estudios
de la microbiota de suelos de la region de Aysén, por lo que nuestros datos sirven
como base para otros estudios. Por otro lado, encontramos que Proteobacteria
es el filo mas abundante en los talos liquénicos, seguido por Actinobacteriota, y
en menor medida por Bacteroidota y Planctomycetota, diferenciandose ambas
especies por la mayor abundancia de Acidobacteriota en P. rufescens que en P.
antarctica. Resultados similares fueron reportados para liquenes de las especies
P. frigida (Leiva et al. 2021), P. antarctica y P. rufescens (Almendras et al. 2020)
en Coyhaique, region de Aysén. En el caso de los sustratos se ve un patron
similar en la composicion microbiana al comparar ambas especies, presentando
los filos predominantes, Actinobacteriota y Proteobacteria, una abundancia
similar. Sin embargo, el sustrato de P. antarctica presenta una mayor abundancia
del filo bacteriano Chloroflexota que el sustrato de P. rufescens. Estos resultados
también coinciden con lo encontrado para P. antarctica y P. rufescens en una
pradera aledafia a un bosque de lenga en la Reserva Nacional Coyhaique
(Almendras et al. 2020). En cambio, en el sustrato de P. frigida creciendo en un
bosque de lenga de la misma reserva (Leiva et al. 2021) predominan
Acidobacteriota y Planctomycetota, seguidos de Actinobacteriota, Proteobacteria
y Bacteroidota. Por lo tanto, si bien los principales filos de las comunidades

microbianas asociados a liquenes Peltigera son similares, la especie de liquen
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influye sobre la composicion de la microbiota tanto del talo como de su sustrato,
independiente del ambiente en que los liquenes estén creciendo.

Finalmente, se encontraron varias diferencias cuando la comparacion de la
composicion se realizo a nivel de género. Por ejemplo, en el talo de P. antarctica
en comparacion al de P. rufescens, se encontr6 una mayor abundancia
principalmente de los siguientes géneros: (i) Brevundimonas, del cual algunos
representantes se han aislado de suelo de bosques (Kang et al. 2009; Pham et
al. 2016) y se ha reportado en el microbioma de liquenes de Islandia
(Sigurbjornsddéttir et al. 2014); (ii) Bosea, el cual incluye representantes que se
han encontrado en lodos de digestor anaerdbico, ndédulos de raices de
leguminosas y suelo agricola (De Meyer & Willems 2012) y tiene relacion con el
proceso de desnitrificacion (M. Wang et al. 2021); (iii) Umezawaea, reportado en
la microbiota de otros liquenes foliosos (C. Liu et al. 2017) y son productores del
antifungico umezawamida (Hoshino et al. 2018); y (iv) Kineococcus 'y (v) Kribella,
ambos relacionados con resistencia a metales, siendo el primero relacionado a
resistencia a cobre (Bagwell et al. 2010) y el segundo con resistencia a hierro por
la produccidn de sideroforos (Acquah et al. 2020). Por otro lado, los siguientes
géneros fueron mas abundantes en el talo de P. rufescens vs. el de P. antarctica:
(i) Capsulimonas, del cual existe solo una especie reportada que fue aislada del
tronco de Fagus crenata en Japon (Li et al. 2019); (ii) Segetibacter, cuyos
representantes han sido aislados de suelos asociados a plantas de ginseng y se

han relacionado con la absorcion de arsénico (Wang et al. 2019); (iii) Tardiphaga,
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cuyos representantes se han aislado de plantas de Robinia pseudoacacia y
glaciares del Artico, y poseen genes de fijacién de nitrégeno y nodulacion (De
Meyer et al. 2012); (iv) Cronobacter, que se ha encontrado en diversos suelos y
muestras de aguas, y algunos representantes poseen nitrato reductasa y por
ende participarian en el proceso de desnitrificacion (Berthold-Pluta et al. 2019);
(v) Granulicella A, con representantes que en general han sido aislados de
ambientes de bajas temperaturas y poseen resistencia a antibiéticos (Oshkin et
al. 2019).

Por otra parte, al comparar los sustratos, los géneros que destacan en P.
antarctica en comparacion con P. rufescens son: (i) CF-167 y (ii) DP-19, son
géneros nuevos, asignados a los filos Chloroflexota y Desulfobacterota B,
respectivamente, que se han encontrado en estudios genémicos de praderas en
la Reserva de la Cordillera de Angelo Coast y en zonas de glaciares en la
Antartica (Parks et al. 2018); (iii) Bradyrhizobium, que se caracterizan por ser
capaces de fijar nitrégeno y se ha encontrado en simbiosis con plantas de
leguminosas, arroz, maiz y pinos, y también en vida libre en suelos de bosque;
(iv) Caballeronia, cuyos representantes se relacionan con la fijacion de nitrégeno
y se ha encontrado en diferentes suelos; (v) Phyllobacterium, algunos
representes tienen potencial como solubilizadores de fosfato, se ha encontrado
en simbiosis con diferentes raices de plantas (Breitkreuz et al. 2020). En la
comparacion inversa, los géneros que predominaron principalmente en el

sustrato de P. rufescens vs. P. antarctica son: (i) Belnapia; cuyos representantes
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se han encontrado en suelo de la meseta del Colorado en EEUU (Reddy et al.
2006), en suelos de pradera de Corea (Jin et al. 2013) y en suelos de bosque de
China (Jin et al. 2012); (ii) Sulfotelmatobacter, un género candidato del filo
Acidobacteria propuesto por Hausmann et al. (2018), el cual exhibe un
metabolismo desasimilativo del azufre, basado en analisis metatranscriptomicos,
y se ha encontrado en turberas acidas y hielo permanente en suelo de Suiza; (iii)
Luteibacter, se ha reportado en el microbioma de plantas y hongos ascomicetes
(Baltrus et al. 2019), pueden degradar celulosa, hemicelulosa, metamidofds
(plaguicida) y poseen propiedades antibacterianas, (Barthélemy et al. 2019; Lasa
et al. 2019); (iv) Actinocrispum, representada por solo una especie que fue
aislada en suelos en Japon (Hatano et al. 2016); y (v) Kaistia, cuyos
representantes se ha encontrado que estimulan la formacion de biopeliculas
cuando se desarrollan en co-cultivos con bacterias del género Methylobacterium
(Usui et al. 2020).

A pesar de que ambas especies de liquenes presentan una estructura de la
microbiota similar a niveles taxonomicos altos, como filos o clases, existen
diferencias en la composicion de la microbiota a niveles taxonomicos menores
(e.g. géneros y ASVs), los cuales son dependientes de la especie de Peltigera,
tanto en talos como sustratos, indicando que existen diferencias entre P.
antarctica (endémica) y P. rufescens (cosmopolita). Sin embargo, no podemos
dejar de mencionar que estos resultados podrian poseer mayor diferencia a nivel

de género debido a que GTDB es una base datos reciente, basada en
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informacion proveniente de genomas, por lo cual para varios ASVs no se cuenta
con una asignacion taxonomica completa, asignandose solo hasta niveles

taxondmicos como filo, clase u orden.

6.3 Diversidad de microorganismos con genes solubilizadores de fésforo
en talo P. antarctica, talo P. rufescens, sus sustratos y suelos en estepa
patagonica del Parque nacional Patagonia en el sector Tamango

Al analizar los genes relacionados con el metabolismo del fosforo, se encontrd
que existe una diversidad diferente segun el tipo de muestra (i.e. talo, sustrato o
suelo). En el caso de los talos, las principales diferencias con los otros tipos de
muestras se pueden deber a: (i) La presencia de fosfonatos en la membrana de
algunos organismos o como metabolitos secundarios (Horsman & Zechel 2017),
siendo los metabolitos secundarios muy diversos en liquenes (C. Liu et al. 2017,
Parrot et al. 2016; Rankovi¢ 2015; Soc et al. 2018). (ii) El aporte de fosfonatos
por los fotobiontes, ya que se ha encontrado que cianobacterias Nostoc aisladas
de cianoliquenes poseen genes que codifican la sintesis de algunos fosfonatos
(Gagunashvili & Andrésson 2018), dando indicios de que ademas de aportar con
la fijacion de nitrogeno y produccidn de glucosa para la simbiosis (Soc et al.
2018), podria estar contribuyendo con una fuente de fosforo para los organismos
de la simbiosis presente en los talos liquénicos. (iii) La presencia de fitasas, como
las codificadas por phy/phyA, las cuales se ha reportado que estan activas en

liquenes del género Peltigera, aunque en menor medida que en especies epifitas
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(Higgins & Crittenden 2015); si bien el fitato es altamente abundante en los
suelos, también esta presente en el polen (Kalsi et al. 2016; Sims et al. 2005),
por lo que la mayor abundancia de genes de fitasas en los talos se podria deber
a la deposicion de polen en la superficie de los liquenes o que el liquen esté
adquiriendo fésforo desde su sustrato. Por otro lado, las fosfodiesterasas, como
la codificada por el gen plc cuyo sustrato es fosfatidilcolina, se encontré en mayor
abundancia en sustratos; este compuesto es un fosfolipido presente en la
membrana de los liquenes del género Peltigera (Dembitsky et al. 1991), por lo
que los microorganismos podrian estar obteniendo fésforo desde las partes viejas
de los talos en contacto con los sustratos y permitiendo un reciclaje de nutrientes
en el microambiente que forma el liquen. Por ultimo, en suelos fue predominante
la presencia del gen gcd, que codifica a una enzima responsable de la liberacion
del acido gluconico (Goldstein 1995), lo que podria deberse a que en los suelos
existen menos fuentes de fésforo organico en comparacion a talos y sustratos.

Al analizar qué filos bacterianos estan asociado a cada gen, se encontraron
diferencias entre talos, sustratos y suelo a pesar de que comparten varios genes
relacionados con la solubilizacién de fosforo. Por ejemplo, el gen phoD se
encuentra en alta abundancia en los tres tipos de muestra, pero asociado a
diferentes filos bacterianos: Acidobacteriota predomina en suelos,
Actinobacteriota en sustratos y Proteobacteria en talos. Estos tres filos
bacterianos predominantes se han reportado como los principales filos en

estudios del metabolismo del fésforo en suelos (Bergkemper et al. 2016). Al
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analizar mas especificamente cada tipo de muestra, encontramos que en los
talos de ambas especies predominaron los genes relacionados con el
metabolismo de fosfonatos relacionados con el filo Proteobacteria. Se ha
reportado que una baja concentracion de fésforo biodisponible, como la que
probable existe en los talos liquénicos, lleva a utilizar los fosfonatos como fuente
de fosforo (Kurth et al. 2021). En las muestras de sustratos de ambas especies
predominaron genes que codifican una fosfodiesterasa (p/c) y wuna
fosfomonoesterasa (phoD), ambos relacionados con el filo Actinobacteriota. Esto
refleja la dependencia de la accidon conjunta de ambos tipos de enzimas para
poder liberar el grupo fosfato (Turner & Haygarth 2005), por lo que las bacterias
asociadas a este filo podrian tener una estrecha relacién con el reciclaje de
nutrientes en el microambiente generado por el liquen (Grube et al. 2015).
Ademas en sustrato, destaca la gran influencia de genes relacionados con el filo
Patescibacteria en la separacion de este tipo de muestras. Estas bacterias son
de tamafo nanomeétrico, y se propone que deben ser simbiontes de la comunidad
microbiana presente en los suelos debido a su reducido genoma, el cual no
cuenta con vias metabdlicas del ciclo de Krebs, ni vias para sintetizar algunos
amino acidos o nucleodtidos (Lemos et al. 2019; Lemos et al. 2020)

Al analizar los géneros asociados a cada gen relacionado con el metabolismo del
fésforo, se encontré que las muestras de talos comparten gran parte de estos
géneros con los presentes en sustratos y suelos, lo que sugeriria que el ambiente

es una de las fuente probables de microorganismos especializados en ciertas

75



funciones especificas. Ademas, se encontro que las muestras de suelo y sustrato
comparten un alto numero de géneros bacterianos relacionados a la
solubilizacion de fosforo, a pesar de que ambos sustratos estan influenciados por
distintas especies de Peltigera. Sin embargo, las muestras de sustrato de P.
antarctica son las que comparten mas géneros con las muestras de suelo, lo que
se podria deber al hecho de que una especie endémica de la zona de muestreo
posee una mayor relacion con la microbiota presente en su entorno.

Por otro lado, al realizar los analisis de abundancias diferenciales entre los
géneros asociado a cada gen, se encontrdo que los géneros relacionados con
estas funciones que muestran diferencias entre las especies de liquenes son los
mismos que mostraron diferencias al analizar la diversidad bacteriana en general.
Por lo tanto, estos resultados darian cuenta de una selectividad de la especie de
liquen por ciertos tipos de bacterias, mas que diferencias relacionadas
especificamente con el metabolismo de fésforo. En cambio, al comparar entre
talos y sustratos con suelo, se encontré que los primeros comparten los géneros
Terriglobus, Lichenihabitans y LB1R16 en una mayor abundancia con respecto
al suelo. Representantes del género Terriglobus se han encontrado en ambientes
con pocos nutrientes y se caracterizan por tener un rol crucial en el ciclado de
nutrientes, debido a que favorecen la formacidn de biopeliculas, entregando
proteccion, retencion de agua y mayor acceso a los nutrientes (Eichorst et al.
2007). Lichenihabitans es un género de bacterias aisladas del liquen Psoroma

antarcticum en Antartica (Noh et al. 2019), encontrandose que podria tener una

76



estrecha relacion con la obtencion de fosforo. Por ultimo, LB1R16 es un género
nuevo que fue aislado desde un glaciar (Parks et al. 2018). En cambio, entre los
géneros predominantes en suelos se encuentran UBA4729, Bog-209 y Bog-532,
los cuales se han reportado en estudios metagendmicos de zonas de bajas
temperaturas (Parks et al. 2018), y Reyranella y Chitinophaga, que se han
reportado que poseen una distribucion global (Goh et al. 2020; Pagnier et al.
2012).

Estos resultados indican que, a pesar de que los sustratos y los suelos poseen
un ciclado del fosforo similar, la composicion del gremio que cumple estas
funciones es diferente y estaria influenciada por el microambiente que generan
los liquenes. Sin embargo, no observamos diferencias significativas en la
diversidad de microorganismos relacionados al metabolismo del fosforo de
acuerdo con la especie de liquen, por lo que probablemente estarian siendo
reclutados desde el ambiente. Observaciones similares se han realizado para el
gremio de fijadores de nitrégeno en el cloroliquen Lobaria pulmonaria, para el
cual se propone que estaria reclutando desde el ambiente que lo rodea,
microorganismos mejor adaptados a las condiciones donde el liquen crece

(Cardinale et al. 2012).
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7. Conclusiones

El tipo de ambiente (i.e. bosque renoval, bosque maduro, estepa patagénica)
influye en la diversidad de especies de liquenes Peltigera, incluso las endémicas,
presentes en el Parque Nacional Patagonia, a pesar de la cercania de estos
ambientes.

Existen diferencias en la diversidad de la microbiota asociada a los talos y
sustratos de las especies de liquenes P. antarctica (endémica del sur de
Sudameérica) y P. rufescens (cosmopolita), a pesar de encontrarse en un mismo
ambiente (i.e. estepa patagonica), siendo esta microbiota diferente a la de los
suelos aledarios.

El reciclaje de fosforo, tanto en talo como sustrato, estaria influido por el
microambiente que genera el liquen. La diversidad de microorganismos
solubilizadores de fosforo es similar en P. antarctica y P. rufescens, por lo que
ambos tipos de liquenes estarian reclutando desde el ambiente a
microorganismos que probablemente se encuentren mejor adaptados a las

condiciones del lugar.
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Tabla A1:

Anexo

Informacion de recoleccion de las muestras de
micobionte y el fotobionte.

liquenes e identificacién del

Muestra Ambiente Latitud (°) Longitud (°) Altitud (m) Clado Haplotipo hiper'\j:ﬂlaobr;e TS Nostoc sp.  Distribucion
TAM 01 BR -47.2150 -72.5282 714.9600 P. canina OTU00 - Nuevo -
TAM 02 BR -47.2149 -72.5286 723.1400 P. canina OTUO00 P. fuscopraetextata C01 Bipolar’
haplotipo (b)
TAM 03 BR -47.2147 -72.5286 774.2604 P. frigida/P. OTUO01 P. frigida haplotipo Co1 Endémica?
patagonica (b)
TAM 04 BR -47.2146 -72.5283 783.4160 P. canina OTUO00 P. fuscopraetextata C01 Bipolar’
haplotipo (b)
TAM 05 BR -47.2146 -72.5283 784.4104 P. canina OTUO00 P. fuscopraetextata C01 Bipolar!
haplotipo (b)
TAM 06 BR -47.2145 -72.5283 787.8948 P. canina OTUO00 P. fuscopraetextata - Bipolar’
haplotipo (b)
TAM 07 BR -47.2145 -72.5284 790.8895 P. canina OTUO00 P. fuscopraetextata C01 Bipolar’
haplotipo (b)
TAM 08 BR -47.2145 -72.5284 791.1184 P. rufescens OTU02 P. rufescens C06 Cosmopolita?
haplotipo (g)
TAM 09 BR -47.2144 -72.5284 794.7063 P. rufescens OTU02 P. rufescens nuevo Cco8 Cosmopolita?
haplotipo (a)
TAM 10 BR -47.2143 -72.5284 797.2467 P. canina OTUO00 P. fuscopraetextata C01 Bipolar!
haplotipo (b)
TAM 11 BR -47.2143 -72.5283 799.7350 P. OTUO03 P. antarctica Co1 Endémica®
ponojensis/P.
monticola
TAM 12 BR -47.2142 -72.5282 801.6031 P. canina OTUO00 P. fuscopraetextata C01 Bipolar’
haplotipo (b)
TAM 13 BR -47.2143 -72.5281 803.9574 P. rufescens OTU02 P. rufescens nuevo Cco8 Cosmopolita?
haplotipo (a)
TAM 14 BR -47.2142 -72.5280 808.2908 P. rufescens OoTuU02 - Cco08 -
TAM 15 BR -47.2141 -72.5280 813.7129 P. canina OTU04 P. fuscopraetextata C01 Bipolar’
nuevo haplotipo (a)
TAM 16 BR -47.2142 -72.5279 810.8063 P. canina OTUO00 P. fuscopraetextata C01 Bipolar!
haplotipo (b)
TAM 17 BR -47.2143 -72.5281 805.7595 P. rufescens OTUO5 Peltigera sp. Cc17 -
TAM 18 BR -47.2143 -72.5281 803.5267 P. OTUO03 P. antarctica Co1 Endémica®
ponojensis/P.
monticola
TAM 19 BR -47.2143 -72.5281 803.4528 P. canina OTUO00 P. fuscopraetextata C01 Bipolar’
haplotipo (b)
TAM 20 BR -47.2147 -72.5284 774.1812 P. frigida/P. OTUO01 P. frigida nuevo Co1 Endémica®
patagonica haplotipo (a)
TAM 21 EP -47.2222 -72.5314 434.7646 P. rufescens OTU02 P. rufescens Cco8 Cosmopolita?
haplotipo (g)
TAM 22 EP -47.2222 -72.5314 434.8016 P. OTUO03 P. antarctica Cco08 Endémica®
ponojensis/P.
monticola
TAM 23 EP -47.2221 -72.5313 435.4038 P. rufescens OTU02 P. rufescens Cco8 Cosmopolita?
haplotipo (g)
TAM 24 EP -47.2219 -72.5313 441.4471 P. OTUO03 P. antarctica Cco08 Endémica®
ponojensis/P.
monticola
TAM 25 EP -47.2219 -72.5313 441.0816 P. OTUO03 - Cco08 -
ponojensis/P.
monticola
TAM 26 EP -47.2218 -72.5313 443.0078 P. OTUO03 P. antarctica Cco08 Endémica®
ponojensis/P.
monticola
TAM 27 EP -47.2218 -72.5314 446.1953 P. OTUO03 P. antarctica Cco08 Endémica®
ponojensis/P.
monticola
TAM 28 EP -47.2217 -72.5313 444 4778 P. OTUO03 - Cco08 -

ponojensis/P.

monticola



Region

Muestra Ambiente  Latitud (°) Longitud (°)  Altitud (m) Clado Haplotipo hipervariable ITS Nostoc sp.  Distribucion
TAM 29 EP -47.2217 -72.5314 447.2416 P. rufescens OTU02 P. rufescens Cco8 Cosmopolita?
haplotipo (g)
TAM 30 EP -47.2217 -72.5314 447.2522 P. rufescens OTU02 P. rufescens Cco08 Cosmopolita?
haplotipo (g)
TAM 31 EP -47.2217 -72.5314 448.4953 - - - Cco08 -
TAM 32 EP -47.2217 -72.5315 448.2148 P. OTUO03 P. antarctica co7 Endémica®
ponojensis/P.
monticola
TAM 33 EP -47.2216 -72.5316 449.9264 P. OTUO03 P. antarctica Cco8 Endémica®
ponojensis/P.
monticola
TAM 34 EP -47.2216 -72.5316 451.1761 P. OTUO03 P. antarctica - Endémica®
ponojensis/P.
monticola
TAM 35 EP -47.2218 -72.5316 448.7468 P. rufescens OTUO06 - - -
TAM 36 EP -47.2219 -72.5316 447.3925 P. canina OTU00 - Co08 -
TAM 37 EP -47.2219 -72.5316 446.1266 P. OTUO03 P. antarctica nuevo Co03 Endémica®
ponojensis/P. haplotipo
monticola
TAM 38 EP -47.2216 -72.5315 450.0276 P. OTUO03 P. antarctica Cco08 Endémica®
ponojensis/P.
monticola
TAM 39 EP -47.2216 -72.5315 449.4955 P. canina OTU00 - Cco1 -
TAM 40 EP -47.2217 -72.5314 451.2624 P. OTUO03 P. antarctica Co08 Endémica®
ponojensis/P.
monticola
TAM 41 EP -47.2215 -72.5313 450.4663 P. OTUO03 P. antarctica Co08 Endémica®
ponojensis/P.
monticola
TAM 42 EP -47.2216 -72.5313 449.3054 P. rufescens OTU02 P. rufescens Cco8 Cosmopolita?
haplotipo (g)
TAM 43 EP -47.2216 -72.5313 450.6819 P. rufescens OTU02 P. rufescens Cco8 Cosmopolita?
haplotipo (g)
TAM 44 EP -47.2216 -72.5313 448.4175 P. oTuo7 P. antarctica co7 Endémica®
ponojensis/P.
monticola
TAM 45 EP -47.2216 -72.5312 447.6538 P. OTUO03 P. antarctica Cco08 Endémica®
ponojensis/P.
monticola
TAM 46 EP -47.2216 -72.5315 448.1262 P. rufescens OTU02 P. rufescens Cco8 Cosmopolita?
haplotipo (g)
TAM 47 EP -47.2216 -72.5316 449.7751 P. OTUO03 P. antarctica Cco08 Endémica®
ponojensis/P.
monticola
TAM 48 EP -47.2217 -72.5315 447.3499 P. rufescens OTU02 P. rufescens Cco8 Cosmopolita?
haplotipo (g)
TAM 49 EP -47.2218 -72.5314 447.0540 P. OTUO03 P. antarctica Cco08 Endémica®
ponojensis/P.
monticola
TAM 50 EP -47.2218 -72.5312 442.3831 P. OTUO03 P. antarctica Cco08 Endémica®
ponojensis/P.
monticola
TAM 51 EP -47.2216 -72.5316 408.9042 P. rufescens OTU02 P. rufescens nuevo Cco8 Cosmopolita?
haplotipo (a)
TAM 52 EP -47.2215 -72.5315 409.7603 P. rufescens OTU02 P. rufescens Cco8 Cosmopolita?
haplotipo (g)
TAM 53 EP -47.2215 -72.5314 410.7829 P. rufescens OTU02 P. rufescens Cco8 Cosmopolita?
haplotipo (g)
TAM 54 EP -47.2216 -72.5312 408.6451 P. rufescens OTU02 P. rufescens Cco8 Cosmopolita?
haplotipo (g)
TAM 55 EP -47.2215 -72.5312 409.4776 P. rufescens OTU02 - Cco8 Cosmopolita?
TAM 56 EP -47.2218 -72.5316 408.4243 P. rufescens OTU02 P. rufescens Cco8 Cosmopolita?
haplotipo (g)
TAM 57 EP -47.2218 -72.5316 408.5581 P. rufescens OTU02 P. rufescens Cco8 Cosmopolita?
haplotipo (g)
TAM 58 EP -47.2217 -72.5310 406.1800 P. rufescens OTU02 P. rufescens Cco8 Cosmopolita?

haplotipo (g)



Region

Muestra Ambiente  Latitud (°) Longitud (°)  Altitud (m) Clado Haplotipo hipervariable ITS Nostoc sp.  Distribucion
TAM 59 EP -47.2218 -72.5312 405.7414 P. rufescens OTU02 P. rufescens Cco8 Cosmopolita?
haplotipo (g)
TAM 60 EP -47.2219 -72.5313 406.1906 P. OTU08 P. antarctica C03 Endémica®
ponojensis/P.
monticola
TAM 61 EP -47.2220 -72.5313 405.0570 P. didactyla OTU09 P. castanea - Bipolar*
haplotipo (a)
TAM 62 BA -47.2090 -72.5291 1019.4122 P. aubertii OTU10 P. aubertii C16 Endémica?
haplotipo (b)
TAM 63 BA -47.2091 -72.5290 1015.5306 P. aubertii OTU10 P. aubertii C16 Endémica?
haplotipo (b)
TAM 64 BA -47.2091 -72.5290 1016.0168 P. aubertii OTU11 P. aubertii - Endémica?
haplotipo (a)
TAM 65 BA -47.2092 -72.5291 1011.7864 - - Peltigera sp. Cc17 -
TAM 66 BA -47.2092 -72.5291 1012.7059 P. aubertii OTU10 P. aubertii C16 Endémica?
haplotipo (b)
TAM 67 BA -47.2092 -72.5291 1012.7260 P. aubertii OTU10 - C16 -
TAM 68 BA -47.2093 -72.5290 1009.2736 - - - - -
TAM 69 BA -47.2093 -72.5290 1007.5825 P. aubertii OTU10 P. aubertii C16 Endémica?
haplotipo (b)
TAM 70 BA -47.2094 -72.5288 1002.2424 P. aubertii OTU10 P. aubertii C16 Endémica?
haplotipo (b)
TAM 71 BA -47.2094 -72.5288 1002.8871 P. aubertii OTU10 P. aubertii C16 Endémica?
haplotipo (b)
TAM 72 BA -47.2095 -72.5284 997.0305 P. aubertii OTU10 P. aubertii C19 Endémica?
haplotipo (b)
TAM 73 BA -47.2095 -72.5284 994.7540 P. canina OTU00 - - -
TAM 74 BA -47.2096 -72.5284 994.9178 P. aubertii OTU10 P. aubertii C16 Endémica?
haplotipo (b)
TAM 75 BA -47.2097 -72.5283 986.5391 P. canina OTUO00 P. fuscopraetextata C02 Bipolar’
haplotipo (b)
TAM 76 BA -47.2098 -72.5284 986.0608 P. aubertii OTU10 P. aubertii C19 Endémica?
haplotipo (b)
TAM 77 BA -47.2098 -72.5282 983.5400 P. canina OTU00 - C16 -
TAM 78 BA -47.2099 -72.5283 983.5981 P. canina OTU00 - Co1 -
TAM 79 BA -47.2103 -72.5282 976.3053 P. canina OTUO00 P. fuscopraetextata C01 Bipolar’
haplotipo (b)
TAM 80 BA -47.2103 -72.5283 975.8403 P. canina OTUO00 P. fuscopraetextata C01 Bipolar’
haplotipo (b)
TAM 81 BA -47.2105 -72.5281 966.6265 - - P. aubertii C19 Endémica?
haplotipo (b)
TAM 82 BA -47.2107 -72.5280 960.7849 P. frigida/P. OTUO01 - C02 -
patagonica
TAM 83 BA -47.2107 -72.5280 959.9468 P. frigida/P. OTU12 P. frigida nuevo Co1 Endémica?
patagonica haplotipo (b)
TAM 84 BA -47.2107 -72.5280 960.7923 - - P. aubertii - Endémica?
haplotipo (b)
TAM 85 BA -47.2108 -72.5281 958.0073 P. frigida/P. OTU13 P. frigida haplotipo Co1 Endémica?
patagonica (a)
TAM 86 BA -47.2108 -72.5282 956.8658 P. aubertii OTU11 P. aubertii - Endémica?
haplotipo (a)
TAM 87 BA -47.2108 -72.5282 954.3953 P. aubertii OTU10 P. aubertii - Endémica?
haplotipo (b)
TAM 88 BA -47.2108 -72.5282 956.9207 - - - C15 -
TAM 89 BA -47.2109 -72.5282 952.1334 P. canina OTU00 - - -
TAM 90 BA -47.2109 -72.5281 949.6818 P. aubertii OTU11 P. aubertii C16 Endémica?
haplotipo (a)
TAM 91 BA -47.2110 -72.5282 946.2430 P. frigida/P. OTU13 P. frigida Co1 Endémica?
patagonica haplotipo (a)
TAM 92 BA -47.2109 -72.5281 948.3047 - - P. aubertii C19 Endémica?
haplotipo (a)
TAM 93 BA -47.2111 -72.5285 944.6979 - - - C16 -
TAM 94 BA -47.2111 -72.5284 944.2805 P. canina OTUO00 P. fuscopraetextata C02 Bipolar’

haplotipo (e)



Region

Muestra Ambiente Latitud (°) Longitud (°) Altitud (m) Clado Haplotipo hipervariable ITS Nostoc sp.  Distribucion
TAM 95 BA -47.2112 -72.5285 944 .2857 P. canina OTUO00 P. fuscopraetextata C02 Bipolar’
haplotipo (b)
TAM 96 BA -47.2112 -72.5287 942.3644 P. canina OTUO00 P. fuscopraetextata C01 Bipolar’
haplotipo (e)
TAM 97 BA -47.2115 -72.5287 936.0153 P. aubertii OTU10 P. aubertii - Endémica?
haplotipo (b)
TAM 98 BA -47.2115 -72.5287 936.0153 P. aubertii OTU10 P. aubertii C16 Endémica?
haplotipo (b)
TAM 99 BA -47.2117 -72.5281 931.5207 P. frigida/P. OTUO01 P. frigida Co1 Bipolar’
patagonica haplotipo (b)
TAM BA -47.2117 -72.5278 925.0975 - - P. aubertii C15 Endémica?
100 haplotipo (a)

'Distribucién determinada por los reportes en GenBank.

“Distribucion determinada en Magain et al. (2018).

3Distribucion determinada por los reportes en GBIF y GenBank.
“4Distribucion sugerida debido al reciente reporte de Halici et al (2020).



Tabla A2: PERMANOVA para evaluar las diferencias a nivel de Filo bacteriano.

Comparacion F.Modelo R2 p.valor p.ajustado
Talo P. antarctica vs Sustrato P. antarctica 69,27 0,81 0,001 0,01
Talo P. antarctica vs Talo P. rufescens 1,74 0,09 0,195 1
Talo P. antarctica vs Sustrato P. rufescens 39,88 0,70 0,001 0,01
Talo P. antarctica vs Suelo 74,41 0,81 0,001 0,01
Sustrato P. antarctica vs Talo P. rufescens 4941 0,74 0,001 0,01
Sustrato P. antarctica vs Sustrato P. rufescens 1,51 0,08 0,162 1
Sustrato P. antarctica vs Suelo 27,89 0,62 0,001 0,01
Talo P. rufescens vs Sustrato P. rufescens 31,02 0,63 0,001 0,01
Talo P. rufescens vs Suelo 51,23 0,74 0,001 0,01
Sustrato P. rufescens vs Suelo 18,25 0,50 0,001 0,01

Tabla A3: PERMANOVA para evaluar las diferencias a nivel de Clase bacteriana.

Comparacion F.Modelo R2 p.valor p.ajustado
Talo P. antarctica vs Sustrato P. antarctica 52,72 0,77 0,001 0,01
Talo P. antarctica vs Talo P. rufescens 2,61 0,13 0,048 0,48
Talo P. antarctica vs Sustrato P. rufescens 31,45 0,65 0,001 0,01
Talo P. antarctica vs Suelo 70,45 0,81 0,001 0,01
Sustrato P. antarctica vs Talo P. rufescens 55,97 0,77 0,001 0,01
Sustrato P. antarctica vs Sustrato P. rufescens 1,95 0,10 0,083 0,83
Sustrato P. antarctica vs Suelo 14,24 0,46 0,001 0,01
Talo P. rufescens vs Sustrato P. rufescens 32,90 0,65 0,001 0,01
Talo P. rufescens vs Suelo 73,97 0,80 0,001 0,01

Sustrato P. rufescens vs Suelo 14,01 0,44 0,001 0,01




Tabla A4: PERMANOVA para evaluar las diferencias a nivel de genes relacionados con el
metabolismo del fésforo.

Comparacion F.Modelo R2 p.valor p.ajustado
Talo P. antarctica vs Sustrato P. antarctica 4945 0,76 0,001 0,01
Talo P. antarctica vs Talo P. rufescens 1,39 0,08 0,237 1
Talo P. antarctica vs Sustrato P. rufescens 49,73 0,75 0,001 0,01
Talo P. antarctica vs Suelo 41,75 0,71 0,001 0,01
Sustrato P. antarctica vs Talo P. rufescens 32,26 0,65 0,001 0,01
Sustrato P. antarctica vs Sustrato P. rufescens 0,60 0,03 0,624 1
Sustrato P. antarctica vs Suelo 12,05 0,41 0,001 0,01
Talo P. rufescens vs Sustrato P. rufescens 33,34 0,65 0,001 0,01
Talo P. rufescens vs Suelo 30,82 0,63 0,001 0,01
Sustrato P. rufescens vs Suelo 14,82 0,45 0,001 0,01

Tabla A5: PERMANOVA para evaluar las diferencias a nivel de gen-Filo relacionados con el
metabolismo del fésforo.

Pareja F.Modelo R2 p.valor p.ajustado
Talo P. antarctica vs Sustrato P. antarctica 53,88 0,77 0,001 0,01

Talo P. antarctica vs Talo P. rufescens 2,83 0,14 0,017 0,17

Talo P. antarctica vs Sustrato P. rufescens 46,96 0,73 0,001 0,01

Talo P. antarctica vs Suelo 47,78 0,74 0,001 0,01
Sustrato P. antarctica vs Talo P. rufescens 36,80 0,68 0,001 0,01
Sustrato P. antarctica vs Sustrato P. rufescens 0,78 0,04 0,496 1

Sustrato P. antarctica vs Suelo 16,70 0,50 0,001 0,01

Talo P. rufescens vs Sustrato P. rufescens 33,37 0,65 0,001 0,01

Talo P. rufescens vs Suelo 31,67 0,64 0,001 0,01

Sustrato P. rufescens vs Suelo 14,02 0,44 0,001 0,01
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I:l':aifgjfmmm_‘smte_pw05 1 GGGCACGCGTGGTTTGGCTTTTTA- -TGTGATGTGCCCAAAA-GGCTIGCCATAGTTTCCTCA- ---CCCC-CCCCA RARAARANAT ¢ ARACARARE - - - - - - AAAAANAAAATRCRATIIAAR - - AAACH c Al Gl GEICH S AAGEAAA - HEACHN - - 136
TAM_22_ITS 2 GGGCACGCGTGGTTTGGCTTTTTA- ~TGTGATGTGCCCAAAA-GGCTiIGCCATAGTTTCCTCA----CCCC-CCCCA AAAAAAAAACGAAACAAATC - - ----AAAAAAAAAATTCTATTAAT - -AAACTGATGTGTCTGAAGCAAA-TCACTT - - 136
TAM_27_ITS 3 GGGCACGCGTGGTTTGGCTTTTTA- -TGTGATGTGCCCAAAA-GGCTGCCATAGTTTCCTCA----CCCC-CCCCA- AAAAAAAAACGAAACAAATC -~ - -~ AAAAAAAAAAATTCTATTAAT - -AAACTGATGTGTCTGAAGCAAA-TCACTT - - 137
:}{}g:::::‘;ﬁ:ﬁ::}::::{::ﬁigg; 4 | 6GGCACGCGTGGTTTGGCTTTTTA- - TGTGATGTGCCCAAAA-GGCTIGCCATAGTTTCCTCA----CCCC-CCCCA-- - - AAAAAAAAACGAAACAAATC - -~~~ AAAAAAAAAAATTCTATTAAT - - AAACTGATGTGTCTGAAGCAAA-TCACTT - --- 137
TAM_47_ITS 5 GGGCACGCGTGGTTTGGCTTTTTA- -TGTGATGTGCCCAAAA-GGCTIGCCATAGTTTCCTCA----CCCC-CCCCA- AAAAAAAAACGAAACAAATC -~~~ AAAAAAAAAAATMCTATTAAN - -AAACTGAT G GCIHGAAGCAAA - TCACTT - - W
Peligero_ antarctica solote_P0442 6 GGGCACGCGTGETTTGGCTTTTTA - -~ ~-=------- TGTGATGTGCCCAAAA-GGCTGCCATAGTTTCCTCA- - --CCCC-CCCCA- - - - AAAAAAAAACGAAACAAATC -~~~ - AAAAAAAAAAATTCTATTAAT - - AAACTGATGTGTCTGAAGCAAA-TCACTT- -
TAM_50_ITS 7 GGGCACGCGTGGTTTGGCTTTTTA- -TGTGATGTGCCCAAAA-GGCTIGCCATAGTTTCCTCA----CCCC-CCCCA- AAAAAAAAACGAAACAAATC - - - - ARAAAAANAAAATICIHATIIAAL - - AAACH 6 Al G|l G [ICIH G AA G CAAA - HCACIT - - 138
TAM_37_ITS 8 GGGCACGCGTGGTTTGGCTTTTTA- -TGTGATGTGCCCAAAA-GGCTIGCCATAGTTTCCTCA- - -- 136
T2 9 -TGTGATGTGCCCAAAA-GGCT,GCCATAGTTTCCTCA- - .- 13
. Peltigera_antarctica_isolate_P2044, 10 -TGTGATGTGCCCAAAA-GGCTIGCCATAGTTTCCTCA- - .- 1
‘Iﬁﬂ’;’ﬁi 11 GGGCACGCGTGGTTTGGCTTTTTTA -TGTGATETEcccAAAA-escﬂeccATAGTTrccrcA---c:ccc-c:ccA- AAAAAAAAACGAAACAAATC -~~~ AAAAAAAAAAATTCTATTAAT - - AAACTGATGTGTCTGAAGCAAA-TCACTT----- 139
. Peltigera_antarctica_isolate_P0077 12 GGGCACGCGTGGTTTGGCTTTTTA- -TGTGATGTGCCCAAAA-GGCTIGCCATAGTTTCCTCA--CCCCCC-CCCCA- AAAAAAAAACGAAACAAATC----- AAAAAAAAAAATTCTATTAAT - -AAACTGATGTGTCTGAAGCAAA-TCACTT - - 139
. Peltigera_ponojensis_isolate_P2028 13) GGGCACGCGTGGTTTGGCTTTTTA- -TGTGATGTGCCCAAAA-GGCTGCCATAGTTTCCTCA---CCCCC-CCCCA- AAAAAAAAACGAAACAAATC - - - -ARAAAAAAAAAATTCTATTAAT - - ARACTGATGTGTCTGAAGCAAA-TCACTT - - 13

. Peltigera_ponojensis_isolate_P2181 AAACTGATGTGTCTGAAGCAAA-TCACTT -

. Peltigera_ponojensis_isolate_P1108 14| GGGCACGCGTGGTTTGGCTTTTTA- —TMGMGTscccAAAA—secr:eccATAarrrccrcA—— -CCCC-CCCCA---AAAAAAAAAACGAAACAAATC -~~~ AAAAAAAAAAATITCTATTAAT -

. Peltigera_ponojensis_isolate_P0084 15| GGGCACGCGTGGTTTGGCTTTTTA- -TGTGATGTGCCCAAAA-GGCTIGCCATAGTTTCCTCA----CCCC-CCCCC- AAAAAAAAACGAAACAAATC -~~~ ARAAAAAAAAAMICTANTAAN - - AAACH G AN G GIICH G AAGCAAA - HCACIT - -7
~:zt::9ﬂ:u"’:°le: gt 16| GGGCACGCGTGGTTTGGCTTTTTA- -TGTGATGTGCCCAAAA-GGCTIGCCATAGTTTCCTCA- -~ -CCCC-CCCCC----AAAAAAAAACGAAACAAATC -~~~ - ARAAAAAANAAIUICE AT AAT - - AAACH) 6 Al Gl GIICH] 6 AR GCARA - FICACHEY - -
:,,emg::j:n:;:n;s’z:,:t::pmm 17| GGGCACGCGTGGTTTGGCTTTTTA- -TGTGATGTGCCCAAAA-GGCTIGCCATAGTCTCCTCA--CCCCCC-CCCCC - ARAANAANAC CAAACAANTD - - - - - - - - RAAAAAAATIICIATIIAAY - - AAACH G AT Gl GIICH 6 AR GCAAA - ICACHE) - - 1%
. Peltigera_ponojensis_isolate_P2204 18 GGGCACGCGTGGTTTGGCTTTTTA- -TGTGATGTGCCCAAAA-GGCT'GCCATAGTCTCCTCA----CCCC-CCCCA- AAAAAAAAACGAAACAAATC- - - AAAAAAAATTCTACTAAT - - AAACTGATGTGTCTGAAGCAAA-TCACTTA---- 135
- Peltigera_ponojensis_isolate_P2132 19 S TGTGATGTGCCCAAAA-GGCTGCCATAGTCTCCTCA - ---CCCC-CCCCA- - - -AAAAAAAAACGAAACAAATC -~ - AAAAAAAATTCTACTAAT- -AAACTGATGTGTCTGAAGCAAA-TCACTTA---- 135

. Peltigera_ponojen: Y
. Peltigera_ponojensis_isolate_P1486 20

. Peltigera_ponojensis_isolate_P1106 21 GGGCACGCGTGGTTTGGCTTTTTA-
. Peltigera_monticola_isolate_P2087

AAAAAAAAACGAAACAAATC- - - AAAAAAAATTCTACTAAT--AAACTGATGTGTCTGAAGCAAA-TCATTTA-
AAAAAAAAACGAAACAAATC-------- AAAAAAAATTCTATTAAT- - AAACTGATGTGTCTGAAGCAAA-TCACTTA---- 135
AAAAAAAATTCTATTAAT - -AAACTGATGTGTCTGAAGCAAA-TCACTTA---- 135

-TGTGATGTGCCCAAAA-GGCTIGCCATAGTCTCCTCA- -
-TGTGATGTGCCCAAAA-GGCTGCCATAGTCTCCTCA- -

-CCCC-CCCCA-
-CCCC-CCCCA-

. Peltigera_monticola_isolate_P2207 22| GGGCACGCGTGGTTTGGCTTTTTA- -TGTGATGTGCCCAAAA-GGCTIGCCATAGTCTCCTCA----CCCC-CCCCA- AAAAAAAAACGAAACAAATC - -~

. Peltigera_monticola_isolate_P2208 23| GGGCACGCGTGGTTTGGCTTTTTA- -TGTGATGTGCCCAAAA-GGCTGCCATAGTCTCCTCA----CCCC-CCCCA- AAAAAAAAACGAAACAAATC - -~ AAAAAAAATTCTATTAAN - - AAACTGATGTSTCTGAAGCAAA-TCACTTA---- 135
. ::1::3::j;?::,‘:zlsa;ssilr::’:zc;:;zome-sz-l-3 24 G6GGCACGCGTGGTTTGGCTTTTTA- S TGTGATGTGCCCAAAA-GGCTGCCATAGTCTCCTCA- -~ -CCCC-CCCCA- - - - AAAAAAAAACGAAACAAATC - - - AAAAAAAATTCTATTAAT- - AAACTGATGTGTCTGAAGCAAA-TCACTT----- 134
. Peltigera_monticola_isolate_P2210 25| GGGCACGCGTGGTTTGGCTTTTTA- -TGTGATGTGCCCAAAA-GGCTIGCCATAGTCTCCTCA----CCCC-CCCCA- AAAGAAAAACGAAACAAATC- - - AAAAAAAATTCTATTAAT - -AAACTGATGTGTCTGAAGCAAA-TCACTT - - 134
. Peltigera_monticola_isolate_P2214 26 GGGCACGCGTGGTTTGGCTTTTTA- -TGTGATGTGcccAAAA-secﬂcccATAcnnccn:A-- -CCCC-CCCCA---AAAAAAAAAACGAAACAAATC -~ AAAAAAAATTCTATTAAT - -AAACTGATGTGTCTGAAGCAAA-TCACTT - - 135

. Peltigera_monticola_isolate_P2215
. Peltigera_monticola_isolate_P2185 27| eccgagccl © NN SN

. Peltigera_ponojensis_isolate_P0192 28 GGGCACGCGTGGTTTGGCTTTTTA-

- Peltigera_ponojen: 29 GGGCACGCGTGGTTTGGCTTTTTA-
. Peltigera_ponojensis;

AAAAAAAAAACGAAACAAATC -~ -~~~ AAAAAAAATTCTATTAAT- - AAACTGATGTGTCTGAAGCAAA-TCACTT -~ -- - 135
AAACTGATGTGTCTGAAGCAAA-TCACTTA---- 136
-AAAAAAAAATTCTATTAAT - -AAACTGATGTGTCTGAAGCAAA-TCACTTA---- 137
AAAAAAAAATCTAATAAT - -AAACTGC- -TGTCTGAAGAAAA-TCATTTAAAC- 136

-TGTGATGTGCCCAAAA-GGCTIGCCATAGTCTCCTCA----CCCC-CCCCA-
-TGTGATGTGCCCAAAA-GGCT6CCATAGTCTCCTCA---CCCCC-CCCCA- AAAAAAAAACGAAACAAATC----

. Peltigera_ponojent GGGCGC----GGTTTGGCTTTTTA- -TGTGATGTGCCCAAAA-GGCTIACCATAGTCTCCTCACCCCCTCC-CCCCA-

. Peltigera_ponojensis. 31 6GGCGC----GGTTTGGCTTTTTA------------- TGTGATETECCCAAAA-5ECT:ACCATAGTCYCCYCACCCCCTCCCCBCCA ..... AAAAAAAAATCTAATAAT - -AAACTGC--TGTCTGAAGAAAA-TCATTTAAAC- 136
ol pa00s 32| 6eGCEC GGTTTGGCTTTTTA- ~TGTGATGTGCCCAAAA-GGCTIACCATAGTCTCCTCACCCCCTCCCCCCCA- - - - - AAAAAAAACGAAACAAATC - -~~~ - ~AAAAAAAAAATCTAATAAT - - AAACTGC- -TGTCTGAAGAAAA-TCATTTAAAC- 137
. Peltigera_monticola_isolate_P2220 33| 666CGC GGTTTGGCTTTTTA- -TGTGATGTGCCCAAAA-GGCTACCATAGTCTCCTCACCCCCTCCCCCCCA- -AAAAAAAACGAAACAAATC -~ ------ AAAAAAAAATCITAATAAR - - AAACTGA- - T6MCHGAAGAAAA-TCATTTAAAC- 136
. ::}:::::j::g::ﬂs e P 34 6GGCGC GGTTTGGCTTTTTA- STGTGATGTGCCCAAAA-GGCTGCCATAGTCTCCTCACCCCCCCCCCCCCA- -AAAGAAAACGAAACAAATCC- - AAAAAAAAATCTATTAAT - -AAACTGATGTGTCTGAAGCAAA-TCACTTAAAC- 139
. Peltigera_monticola_isolate_P0419 35 GGGCGC GGTTTGGCTTTTTA- -TGTGATGTGCCCAAAA-GGCTIGCCATAGTCTCCTCACCCCCTCCCCCCCCC- -AAAAAAAAAACGAAACAAAAA -~ AXANANARABICIIAAIAAY, - - AAACH G AT 6l GIICH 6 AR G RAAR - [ICARRIIARAR - 141
. Peltigera_monticola_isolate_NP21 36 GGTTTGGCTTTTTA- -TGTGATGTGCCCAAAA-SGC'|:GCCATAGTCTCCTCACCCCC'ICCCCCCC»- AAAAAAAAAACGAAACAAAAA------ AAAAAAAAAAATCTAATAAT - -AAACTGATGTGTCTGAAGAAAAATCATTTAAAC- 142
-+ Petigera_monticola Jsolate_PO073 37| 666CGEC----GETTTGECTTTTTA------------- TGTGATGTGCCCAAAA-GGCTIGCCATAGTCTCCTCACCCCCTCCCCCCC - - - - AAAAAAAAAACGAAACAAAAA -~ - - - -AAAAAAAAAAATCTAATAAT - - AAACTGATGTGTCTGAAGAAAA-TCATTTAAAC- 141

. Peltigera_monticola_isolate_NP20

. Peltigera_monticola_isolate_P2127 38 -TGTGATGTGCCCAAAA-GGCTGCCATAGTCTCCTCACCCCCTCCCCCCCC- - -AAAAAAAAAACGAAACAAAAA- - - - -AAAAAAAAAAAATCTAATAAT - - AAACTGATGTGTCTGAAGAAAA-TCATTTAAAC- 143
g:“::g:::Am:x:::—:2:::::—:;;% 39 -TGTGATETECCCAAAA-GECY:GCCATAGTCECCYCA----ECCC-CECCA- - -AAAAAAACGAAACAAATA-------- AAAAAAAAATCTAATAAT - -AAACTGATGTGTCTGAAGCAAA-TCATTTTAAAC 133
3 Peltigera_monticola_isolate_P2168 40 GGGCGEC----GETTTGECTATTTA- - ----------- TGTGATGTGCCCAAAA-GGCTIGCCATAGTCCCCTCA----CCCC-CCCCA-- -~~~ AAAAAAACGAAACAAATA- - - AAAAAAAAATCTAATAAT - -AAACTGATGTGTCTGAAGCAAA-TCATTTTAAAC 133
. Peltigera_monticola_isolate_P2114 4 - - -GGTTTGGCTATTTA- - TGTGATGTGCCCAAAA-GGCTIGCCATAGTCCCCTCA- - --CCCC-CCCCC - - - CAAAAAAAACGAAACAAAT - - - AAAAAAAAATCTAATAAT - -AAACTGATGTGTCTGAAGCAAA-TCATTTTAAAC 134
e e S pa165 42| 666CGCGC--GGTTTGGCTTTTTA- - TGTGATGTGCCCAAAA-GGCTIGCCATAGGCCCCTCA--AACCCC-CCCCCCTTTTAAAAAAAAAAAAA - - - -~~~ =~~~ -~ AAAAAAAAATCTAAT - - - - - AAACTGATGTGTCTGAAGCAAA-TCACTTAAAC- 133

17_NM-2018_isolate_P1472 43| GGGCGCGC--GGTTTGGCTTTTTA------------- YGYGATGTGCCCAAAA—6601:GCCATAGGCCCC1CA——AACCGG—CCCCCCTTTTAAAAAAAAAAAAA———— - - -AAAAAAATCTAAT AAACTGATGTGTCTGAAGCAAA-TCCCTTAAAC- 131

- :;ﬁz:;g:g-:z::g:z—s::;g a4 - -TTGGCTTTTTA- -TGTGATGTGCCCAAAA-GGCTGCCATAGGCCCCTCA--AACCCC--CCCCCTTTTAAAAAAAAAAAAA AAAAAAAAATCTAAT AAACTGATGTGTCTGAAGCAAA-TCACTTAAAC- 121
17_NM-2018_isolate_P1477 GGTTTGGCTTTTTA- -TGTGATGTGCCCAAAA-GGCTIGCCATAGGCCCCTCA--AACCCC-CCCCCCTTTTTAAAAAAAAAAAA AAAAAAAATCTAAT - - - - - AAACTGATGTGTCTGAAGCAAA-TCACTTAAAC- 124
17_NM-2018_isolate_P1728 46| GGGCGCG---GTTTTGGCTTTTTA------ AAAGTTCTGTGATGTGCCCAAAA-GGCTGTCAGAGTCCCCTCA--ACCCTC-COCCC------- AAAAAACAAAACAAATC-------- ARRAARAATEICIIAAIAAC AR AAACH 6 Al Gl 6 IICH G AA GCAAA - [IIACIRIAAAL - 143
17_NM-2018_isolate_P2164 GGTTTGGCTTTTTA- - TTTAAAAG---TTTGATGT - CCCAAAA-GGCTIGCC--CGTCCCCCE - - - - - - AAAAATCC-AAAAAAAAAAAAAAATCTAATAAT--AAATTAATATGTCTGAAGCAAA-ACACTTAAAC- 127

GGTTTGGCTTTTTA- -TTTAAAAGTTCTGTGATETGCCCAAAA-GGC1:GCCACAGTCECCCC- -- ----AAAAATCCAAAAAAAAAAAAAAAATCTAAAAAT - - AAATTAATATGTCTGAAGCAAA-ACACTTAAAC- 135

. Peltigera_sp.

49 GGGCGC----GGTTTGGCTTTTTA--TTTAAAAGTTCTGTGATGTGCCCAAAA-GGCT,6CCACAGTCCCCTCA----CCCC-CCCCA---AAAAAAAAAACGAAACAAATC - - - AAAAAAAAATCTAATAAT - - AAATTGATGTGTCTGAAGCAAA- - -AATTAGTT - 144
50 GGTTTGGCTTTTTA--TTTAAAAGTTCTGTGATGTGCCCAAAA-GGCTIGCCACAGTCCCCTCA---CCCCC-CCCCA---AAAAAAAAAACGAAACAAATC -~ - AAAAAAAAATCTAATAAT - - AAATTGATGTGTCTGAAGCAAA- - -AATTAGTT - 145
51 GGTTTGGCTTTTTA--TTTAAAAGTTCTGTGATGTGCCCAAAA-GGC‘I:GCCACAGTCCCCTCA----CCCC-CCCCA- AAAAAAAAACGAAACAAATC -~~~ -~~~ AAAAAAAAATCTAATAAT - - AAATTGATGTGTCTGAAGCAAA- - -AATTAGTT - 143
52| GGGCGC----GGTTTGGCTTTTTA--TTTAAAAGTTCTGTGATGTGCCCAAAA-GGCTIGCCACAGTCCCCTCA--CCCCCC-CCCCA----AAAAAAAAACGAAACAAATC - -~ AAAAAAAAATCTAATAAT - -AAATTGATGTGTCTGAAGCAAA- - -AATTAGTT - 145

AAAAAAAAACGAAACAAATC - - - AAAAAAAAATCTAATAAT - -AAATTGATGTGTCTGAAGCAAA---AATTAGTT- 146
GGTTTGGCTTTTTA--TTTAAAAGTTCTGTGATATGCCCAAAA-GGCTGCCACAGTCCCCTTA- ---CCCC-CACCA -AAAAAAAACGAAACAAAT G . - - ___ AAAAAAAATCTAATAAT - -AAATTGA--TGTCTGAAGCAAA-TCACTTAAAC- 142
GGTTTGGCTTTTTA--TTTAAAAGTTCTGTGATATGCCCAAAA-GGCT,GCCACAGTCCCCTTA----CCCC-CACCA -AAAAAAAACGAAACAAAT G CAAAAAAAATCTAATAAT- - AAATTGA- -TGTCTGAAGCAAA-TCACTTAAAC- 142
56 GGGCGC----GGTTTGGCCTTTTA--TTTAAAAGTTCTGTGATATGCCCAAAA-GGCTIGCCACAGTCCCCTTA----CCCC-CCCCCACCGAAAAAAAAACGAAACAAAT . - _AAAAAAAATCTAATAAT--AAATTGA--TGTCTGAAGCAAA-TCACTTAAAC- 147
57| G6GGCGC GGTTTGGCTTYTTA—TTTTAAAAGTTCTGTGAYGTGCCCAAAA—GGC\‘:GCCACAGYTTCCTCA——CCCCCC—CCCCA AAAAAAAAAACAAAACAAAT e - ____ AAAACAAATCTAATAAT - -AAATTGATGTGTCTGAAGCAAA-TCACTTAAAC- 149
58  G6GGCGCG---GTTTTGGCTTTTTA-TTTTAAAAGTTCTGTGATGTGCCCAAAA-GGCTIGCCAGAGTCCCCTCA--ACCCTC-CGCCC ---AAAAAACAAAACAAATC _AAAAAAAATTCTAATAAC-AAAACTGATGTGTCTGAAGCAAA-TTACTTAAAC- 147
59  6GGCGC----GGTTTGGCTTTTTATTTCAAAAAGTTCTGTGACATGCCCAAAA-GGCT!GCCACAGGTCCTGL - - - - CCCC-CCCCA----AAAAAAAAACGAAACAAAT, AAAAAAAAAAATCTAATAAT - AAAACTGATGTGTCTGAAGCAAA-TCACTTAAACA 150
GGTTTGGCTTTTTA-TTTAAAAAGTTCTGTGATATGCCCAAAA-GGCTGCCACAGGTCCTG - -~ -CCCC-CCCCA AAAAAAAAACGAAACAAAT: ~AAAAAAAAATCTAATAAT -AAAACTGATGTGTCTGAAGCAAA-TCACTTAAACA 146
GGTTTGGCTTTTTA-TTTAAAAAGTTCTGTGATATGCCCAAAA-GGCTIGCCACAGGTCCTG------CCCC-CCCCA AAAAAAAAACGAAACAAAT: AAAAAAAAATCTAATAAT - AAAACTGATGTGTCTGAAGCAAA-TCACTTAAACA 146
62| GGGCGC----GGTTTGGCTTTTTA-TTTAAAAAGTTCTGTGATATGCCCAAAA-GGCTGCCACAGGTCCTG- -~ - - - CCCC-CCCCA----AAAAAAAAACGAAACAAAT,  _ . AAAAAAAAATCTAATAAT-AAAACTGATGTGTCTGAAGCAAA-TCACTTAAACA 146
63| G6GGCGC GGTTTGGCTTTTTA-TTTAAAAAGTTCTGTGATATGCCCAAAA-GGCTIGCCACAGGTCCTG------CCCC-CCCCA AAAAAAAAACGAAACAAATC . ____ AAAAAAAAATCTAATAAT-AAAACTGATGTGTCTGAAGCAAA-TCACTTAAACA 146
64 GGGCGC GGTTTGGCTTTTTA-TTTAAAAAGTTCTGTGATATGCCCAAAA-GGCTGCCACAGGTCCTG------CCCC-CCCCA AAAAAAAAACGAAACAAATC  _ AAAAAAAAATCTAATAAT - AAAACTGATGTGTCTGAAGCAAA-TCACTTAAACA 146
65, GGGCGC GGTTTGGCTTTTTA-TTTAAAAAGTTCTGTGATATGCCCAAAA-GGCTGCCACAGGTCCTG -~ -~ -CCCC-CCCCA AAAAAAAAACGAAACAAAT: AAAAAAAAATCTAATAAT-AAAACTGATGTGTCTGAAGCAAA-TCACTTAAACA 146

Figura A1: Alineamiento de las secuencias de la region hipervariable (RHV) del ITS del Clado P. ponojensis/P.
monticola con la extension propuesta en este trabajo. La RHV definida en Magain et al. (2018) se muestra desde
la primera base hasta la delimitacion de una linea roja punteada.

GGTTTGGCTTTTTA--TTTAAAAGTTCTGTGATGTGCCCAAAA-GGCTGCCACAGTCCCCTCA--CCCCCCCCCCCA-
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Figura A2: Graficos de calidad de las secuencias de las muestras de talo P.
rufescens. Las primeras 2 filas muestran la calidad desde el partidor directo y las
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ultimas 2 la calidad desde el partidor reverso. pb = posicion de la base.
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Figura A3: Graficos de calidad de las secuencias de las muestras de sustrato de
P. rufescens. Las primeras 2 filas muestran la calidad desde el partidor directo y
las ultimas 2 la calidad desde el partidor reverso. pb = posicion de la base.
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Figura A4: Graficos de calidad de las secuencias de las muestras de talo P.
antarctica. Las primeras 2 filas muestran la calidad desde el partidor directo y las
ultimas 2 la calidad desde el partidor reverso. pb = posicion de la base.
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Figura A5: Graficos de calidad de las secuencias de las muestras de sustrato de
P. antarctica. Las primeras 2 filas muestran la calidad desde el partidor directo y
ultimas 2 la calidad desde el partidor reverso. pb = posicion de la base.
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Figura A6: Graficos de calidad de las secuencias de las muestras de suelo. Las
primeras 2 filas muestran la calidad desde el partidor directo y las ultimas 2 la
calidad desde el partidor reverso. pb = posicion de la base.
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Figura A7: Graficos de prevalencia de ASVs. En circulos rojos se representa
cada ASV, las muestras se dividen en 3 partes: Peripheral (Prevalencia < 50%),
Pan (50% < Prevalencia <90%) y Core (Prevalencia = 90%). (A) Talo P.
antarctica, (B) Sustrato P. antarctica, (C) Talo P. rufescens, (D) Sustrato P.
rufescens y (E) Suelo.



