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RESUMEN

Los liguenes son interacciones simbiéticas entre un hongo (micobionte) y un organismo
fotosintético (fotobionte) que puede ser un alga (ficobionte) y/o una cianobacteria
(cianobionte). En este trabajo se planted determinar la diversidad y especificidad de los
componentes simbidticos, incluyendo la comunidad bacteriana asociada, de
cianoliquenes bipartitos pertenecientes al género Pelfigera provenientes de tres
contextos ambientales diferentes del Parque Natural Karukinka. Los sitios de muestreo
representan diferente niveles de calidad del habitat: Bosque nativo maduro (contexto
no degradado), Bosque nativo joven (contexto intermedio) y Pradera (contexto
degradado). La diversidad y la especificidad se determinaron mediante el indice de
Shannon ponderado que considera la riqueza, abundancia relativa y similitud entre las
OTUs (unidades taxondmicas operacionales) encontradas. La perturbacion de los
bosques, ya sea de forma natural o por intervencién humana, puede alterar la
diversidad de los organismos que los habitan. Se ha descrito que el mayor factor que
determina la reduccion de la diversidad en liquenes epifitos seria la disminucion de la
calidad del habitat (ie. grado de perturbacion del habitat y/o edad de la zona forestal).
Sin embargo, existe menor informacién acerca de como estos factores influyen en la
diversidad de liquenes terricolas, los cuales no utilizan los arboles como sustrato y
podrian ser menos susceptibles a tales perturbaciones. Los resultados demuestran que
en los contextos menos degradados se encuentra una mayor diversidad ponderada, un
mayor nimero de OTUs unicas y una mayor especificidad. En cambio, en el contexto

mas degradado, se encontré una baja diversidad ponderada, OTUs mayoritariamenie




cosmopolitas y una menor especificidad. Por ofro lado, recientemente se ha
determinado que la comunidad bacteriana asociada a los liguenes estaria altamente
estructurada en funcion de la identidad del micobionte, del fotobionte, del contexto
ambiental y/o de la escala geografica. Sin embargo existen contradicciones para definir
cuél de estos factores seria mas influyente sobre la estructura de la comunidad
microbiana asociada a un liquen, principalmente debido a que los distintos estudios
comparan la comunidad bacteriana de diferentes especies de liqguenes y/o con
diferentes tipos de fotobiontes (algas v/s cianobacterias). En este trabajo se analizaron
liguenes pertenecientes a un mismo género (Pelfigera) en simbiosis bipartitas con
cianobacterias (Nosfoc) en los tres contextos ambientales mencionados, para los
cuales se determind mediante TRFLP la estructura de la comunidad bacteriana
asociada intimamente al talo liguénico y aquella presente en el sustrato adyacente al
liquen. Los resultados indican que la comunidad bacteriana asociada al talo liquénico
se diferencia de la comunidad bacteriana del sustrato, lo que estaria dando cuenta de
una “selecciéon” de la comunidad bacteriana por parte del liquen. Ademas, se determind
que las matrices boscosas son mas similares entre si que con la pradera, presentando
esta Ultima una mayor similitud en las estructuras de las comunidades bacterianas
relacionadas a los liquenes. Todos los resultados indican la importancia de conservar
las zonas de bosque nativo sin perturbacion ya que en estos ambientes existen OTUs

Gnicas y una gran diversidad biologica.
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ABSTRACT

Lichens are symbiotic interactions between a fungus (mycobiont) and a photosynthetic
organism (photobiont) which may be an alga (phycobiont) and/or a cyanobacterium
(cyanobiont). This work was planned to determine the diversity and specificity of
symbiotic components, including the associated bacterial community, of bipartite
cyanolichens of the genus Peltigera from three different environmental contexts in the
Karukinka Natural Park. The sampling sites represent different levels of habitat quality:
mature native forest (undegraded context), young native forest (intermediate context)
and grassland (degraded context). Diversity and specificity were determined by the
weighted Shannon index which considers richness, relative abundance and similarity
between OTUs (operational taxonomic units). The forest disturbance, either naturally or
by human intervention, can alter the diversity of organisms that inhabit them. It has
been reported that the major factor determining the reduction in epiphytic lichens
diversity would decrease habitat quality (i.e. degree of habitat disturbance and/or age of
the forest area). However, there is less information about how these factors influence
the diversity of terricolous lichens, which does not use trees as substrate and may be
less susceptible to such disturbances. The results demonstrate that at least degraded
contexts there is a higher weighted diversity, more unique OTUs and a higher
specificity. In contrast, in the more degraded context, a lower weighted diversity,
maijority of cosmopolitan OTUs and a lower specificity were found. On the other hand,
recently it has been determined that the bacterial community associated to lichens

could be highly structured according to the mycobiont or photobiont identity, to the
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environmental context and/or to the geographic scale. However, there are
inconsistencies to define which of these factors would be most significant on determine
the structure of microbial community associated with a lichen, mainly because studies
compare bacterial community of different lichen species and/or with different photobiont
types (algae v/s cyanobacteria). In this work bipartite lichens belonging to the same
genus (Pelfigera) symbiotically associated with cyanobacteria (Nostoc), in the three
cited environmental contexts, were analyzed by TRFLP to determine the structure of
bacterial community intimately associated to lichen thalli and that present in the lichen-
adjacent substrate. The resuits indicate that the bacterial community associated with
lichen thallus differs from the bacterial community of the substrate, which would be
realizing a "selection" of the bacterial community by the lichen. In addition, it was
determined that the forest contexts are more similar to each other than to the grassland,
showing the latter a higher similarity in the structure of the bacterial communities
associated with lichens. All results indicate the importance of conserving native forest
areas undisturbed since in these environments are unique OTUs and a great

biodiversity.
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1. INTRODUCCION

1.1. Descripcion de los componentes simbiéticos de cianoliquenes

Los liqguenes son asociaciones simbidticas mutualistas entre dos componentes
biologicos (asociacion bipartita), uno flngico denominado micobionte y otro
fotosintético denominado fotobionte, que puede ser un alga (ficobionte) o una
cianobacteria (cianobionte). Ademas, existen liquenes que son asociaciones tripartitas,
en donde interacttian un hongo, un alga y una cianobacteria (Paulsrud et al., 1988). En
la asociacidon liquénica, el fotobionte estd encargade de la produccion de materia
organica mediante [a fotosintesis, y el micobionte provee al fotobionte de un anclaje
firme, protegiéndolo de la erosion y la desecacidén (Ahmadjian, 1993; Nash, 2008). En
el caso particular de las cianobacterias, éstas aportan ademas su capacidad de fijar
nitrégeno atmosférico (Nash, 2008). Los liquenes, tanto bi- como tripartitos, cuyo
fotobionte es una cianobacteria, se denominan “ciancliquenes”.

En los liquenes, los mecanismos que desencadenan el contacto entre los
simbiontes y la posterior formacion del falo liquénico o cuerpo del liquen, son ain poco
entendidos. l.a reproduccion y dispersidn de los liquenes son procesos complejos, ya
que ambos simbiontes deben estar presentes para el desarrollo de un nuevo talo
(Honegger, 1998; Dobson, 2003), pudiendo los liquenes poseer un ciclo de vida tanto
sexual como asexual.

En el ciclo de vida sexual, las esporas del hongo son liberadas desde
estructuras especializadas en los talos, denominadas apotecios. Luego de [a

germinacién, las esporas fungicas deben encontrar un fotobionte compatible en vida




libre (Etges & Otlt, 2001; Sanders & Lucking, 2002; Sanders, 2005; Hedenas et al.,
2007; Macedo et al, 2009), o en su defecto deben obtenerlo desde otro liquen
(Rambold & Triebel, 1992; Cit et al., 1995; Lucking & Grube, 2002). En cambio, en el
ciclo de vida vegetativo o asexual, tanto el micobionte como el fotobionte permanecen
asociados, dispersandose simultdneamente mediante la fragmentacion del talo o en
propagulos especializados asexuales (protuberancias corticales llamadas isidios o no
corticales llamadas soredios) (Figura 1).

Por lo tanto, existen dos formas de transmision del fotobionte: la transmision
vertical o co-dispersion y la transmision horizontal o dispersién independiente. La
transmision vertical ocurre cuando el fotobionte se dispersa como parte de un
propagulo vegetativo (Werth & Sork, 2010). Los propagalos vegetativos se producen
por una separacion fisica del talo, sin embargo tanto el fotobionte como el micobionte
son genéticamente idénticos al talo que les dio origen (Paulsrud et al., 1998; Doering &
Piercey-Normore, 2009). Por otra parte, la transmision horizontal usualmente ocurre en
hongos con reproduccién sexual. Durante el ciclo de vida sexual ocurre un recambio en
la composicion genética del liquen, generéndose nuevas combinaciones del genotipo

de los simbiontes (Sluiman et al., 1989) (Figura 1).
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Figura 1. Esquematizacion del ciclo de reproduccion sexual y asexual de los liguenes.
A) Transmision vertical o co-dispersion del fotobionte; B) Transmisién horizontal o
dispersion independiente del fotobionte. Ver descripcidén en el texto. (Modificado de
Paulsrud et al., 2001)

El modelo biolégico que se ulilizard en este trabajo corresponde a
cianoliguenes bipartitos correspondientes al género Pelfigera, cuyo tnico cianobionte
conocido corresponde a cianobacterias del género Nosfoc (Dodds et al., 1995; O'Brien
et al., 2005). Las especies de este género de liquenes estan distribuidas ampliamente
en el mundo, se ha descrito su presencia en Norteamérica, Sudamérica, Europa y
Nueva Zelanda (Vitikainen, 1994; Goward et al., 1995; Galloway D.., 2000; Martinez et

al., 2003). Estos liquenes poseen un aspecto folioso, mayoritariamente son terricolas,




es decir que crecen utilizando el suelo como sustrato, y pueden presentar estructuras
tanto sexuales (apotecios) como asexuales (isidios y soredios) (Martinez et al., 2003).
El talo liquénico, o cuerpo del liquen, de representantes de Peltigera es bastante
complejo, la morfologia de Nostoc se altera y queda confinada a zonas especiales del
talo (Boissiere et al., 1987). En el caso de las asociaciones bipartitas la cianobacteria

se distribuye homogéneamente en una zona por debajo del cértex superior del talo

(Figura 2).

Figura 2. Esquema de composicion del talo liquénico perteneciente al género
Peltigera. Cs: cortex superior, C: cianobionte, M: médula.

Cabe aclarar que la clasificacion taxonomica de los liquenes se realiza
exclusivamente en base al componente fungico, tratandose a los liquenes en
clasificaciones taxonoémicas modernas como “hongos formadores de liquenes” (HFL)
(Gargas et al., 1995; Nash, 2008). Para la identificacion de los simbiontes por
separado, tradicionalmente se utilizan las caracteristicas morfologicas de las colonias
para el cianobionte, y del talo del liquen para el micobionte. Sin embargo, para la

identificacion del cianobionte Nostoc se ha determinado que estas diferencias no son




suficientes para caracterizar un grupo monofilético (Wright et al., 2001). Ademas, hay
que considerar que las cepas simbidticas pueden cambiar su morfologia al encontrarse
en simbiosis (Bergman & Hallbom, 1982). Con respecto a la identificacion de Peltigera,
muchos de los caracteres fenotipicos que tradicionalmente se utilizan para resolver las
unidades taxondémicas dentro del género no son fiables, debido al alto grado de
variabilidad morfologica entre [as especies (Goffinet & Hastings, 1994; Vitikainen, 1994;
Goward et al., 1995; Miadlikowska & Lutzoni, 2004).

Actualmente se realiza la identificacion de los simbiontes mediante marcadores
moleculares apropiados tanto para el micobjonte como para el fotobionte. Debido a que
no existe un acuerdo general en la sistematica microbiana para definir la unidad
biolégica fundamental de diversidad (Rossellé-Mora, 2005; Pedros-Alio, 2006), la
mayoria de los trabajos basados en tecnicas moleculares adoptan el concepto de
“unidad taxonémica operacional” (OTU) para definir los taxones. Actualmente, esta
terminologia se aplica a cualquier taxén definido de manera pragmatica y que no
necesariamente cumple con todos los requisitos de fa definicion formal de especie
(Pedros-Alio, 2006). Para la identificacion del componente flingico perteneciente al
género Pelfigera se han utilizado como marcadores moleculares los genes ribosomales
rDNA 18S (Miadlikowska & Lutzoni, 2004) y rDNA 28S (Miadlikowska et al., 2003).
Mientras que para la identificacion del cianobionte del género Nostoc los marcadores
moleculares ampliamente utilizados son la subunidad pequefia del RNA ribosomal
rDNA 16S y la region rbclX (la cual incluye los Ultimos 82 aa de la subunidad mayor
de la RUBISCO, un gen putativo de una chaperona y dos regiones espaciadoras
intergénicas) (O'Brien et al., 2005).

Los genes fDNA 16S y rDNA 18S son los marcadores moleculares

tradicionalmente usados para la reconstruccion de las relaciones filogenéticas entre




organismos, sin embargo se ha demostrado que no serian lo suficientemente
resolutivos para identificar a nivel subgenérico, debido a que son marcadores
altamente conservados entre especies y cepas (Han et al., 2009). Por esta razon,
multiples estudios que determinan especificidad simbidtica entre organismos
cercanamente relacionados utiizan marcadores moleculares mas variables como los
espaciadores transcritos intemos del operén ribosomal (ITS. internal-transcribed
spacer) (Summerfield et al., 2002; Yahr et al., 2006) y el intrén del gen del tRNAM
(frnl) (Paulsrud et al., 2001; Myllys et al., 2007) para micobionfes y cianobiontes,
respectivamente. Para el caso del ITS se ha descrito una zona hipervariable en la
region ITS1 (ITS-HR), de un tamarioc que va desde 8 a 126 pb aproximadamente y que
muestra una importante variacion entre especies del género Pelfigera. Miadlikowska et
al. (2003), propone que esta zona hipervariable del ITS seria suficiente para identificar
las especies existentes pertenecientes al género Peltigera. Por su parte, el intron del
trnL posee una regién denominada ‘stem-loop’ P6b, en la cual la variacion tanto en
secuencia como en largo es considerable debido a que estad compuesta de un nimero
variable de heptameros degenerados repetidos que se pliegan en una estructura de
tipo horquilla (Costa et al., 2002; Oksanen et al., 2004). Estas caracieristicas [a han
convertido en una herramienta ampliamente utilizada para distinguir entre genotipos de
cianobacterias cercanamente relacionados, como ocurre dentro de grupos delimitados
ecoldgica y/o geogréaficamente (Paulsrud & Lindblad, 1998; Costa et al., 2002).

En este trabajo se abordaran diferentes temas de la ecologia de los
cianoliquenes del género Peltigera en relacion al efecto del contexto ambiental sobre:
1) la diversidad de los componentes simbidticos; 2) la especificidad de la interaccion

entre ellos; y 3) la estructura de la comunidad bacteriana asociada.



1.2, Diversidad de los componentes simbidticos de cianoliquenes

La diversidad de una déterminada comunidad clasicamente se basa en el
célculo de indices tradicionales como el indice de Shannon (Shannon, 1948) y el indice
de Simpson (Simpson, 1949), los cuales se basan en el nimero de especies presentes
(riqueza) y la distribucién del niimero de organismos por especie (abundancia relativa).
Sin embargo, teniendo en cuenta el problema para definir una especie microbiana
(Pedros-Alio, 2006; Rossello-Mora, 2005), como se menciond anteriormente, la mayor
parte de los trabajos sobre diversidad microbiana adoptan el concepto de OTUs para
definir taxones. Por lo tanto, debido a la controversia potencial que podria generar la
definicion operativa de una unidad taxondémica, también es necesario tener en cuenta
las diferencias y/o similitudes entre OTUs o OTUs (Ricotta et al.,, 2002; Guiasu &
Guiasu, 2003; Leinster & Cobbold, 2012). Para determinar la diversidad de OTUs de
micobiontes, cianobiontes, y de las parejas ‘simbiéticas, se utilizdo el indice de
diversidad de Shannon ponderado propuesto por Casquilho et al. (1997), el cual
considera la riqueza, abundancia relativa y similitud genética entre las OTUs para la
determinacion de la diversidad. En este estudio, se determind la diversidad de los
componentes simbidticos de cianoliquenes en distintos contextos ambientales, con el
propésito de evaluar el efecto de la heterogeneidad del habitat sobre la diversidad de
tres poblaciones de cianoliquenes.

Se ha descrito que [a perturbacion de los bosques, ya sea de forma natural o
por intervencién humana, altera la diversidad de las comunidades liquénicas que los
habitan (Scutari et al., 2004; Motiejinaité & Faltynowicz, 2005; St. Clair et al., 2007
Rai et al., 2012), siendo la disminuciéon de la calidad del habitat (i.e. grado de

perturbacion del habitat y/o edad de la zona forestal) el mayor factor que determina la




reduccion de la diversidad en liqguenes (Gallegos & Diaz, 1997; Johansscn, 2008;
Martinez et al., 2011; Zhongsheng et al., 2006).

Las alteraciones de los bosques producen una reduccién de la disponibilidad de
sustrato, aislamiento de las comunidades y cambio en las condiciones microclimaticas
(Kivistd & Kuusinen, 2000; Moen & Jonsson, 2003), o que produce una disminucion de
la calidad del habitat y provoca cambios en la composicion y diversidad liquénica. Sin
embargo, en la mayoria de los estudios en donde se ha testeado el efecto de la calidad
del habitat, se ha desestimado el efecto que podria tener sobre la diversidad de los
componentes simbidticos por separado (Ldttman et al., 2009; Favero-Longo et al.,
2011; Otalora et al., 2011).

Como se menciond anteriormente, en este trabajo se utilizara como modelo de
estudio cianoliquenes terricolas de la asociacion Peltigera-Nostoc, la cual participa en
la fijacion de nitrégeno y de carbono en diversos ecosistemas. Estas caracteristicas
permiten que los cianoliquenes en particular puedan colonizar ambientes con escasez
de nutrientes y sean esenciales en el proceso de sucesion ecologica (Chapman &
Margulis, 1998; Adams, 2002), debido a su habilidad de sobrevivir en areas altamente
perturbadas, como suelos pobres en nutrientes, de baja humedad y alta exposicidn
ultravioleta. Ademas, se ha descrito que los cianoliquenes serian buenos indicadores
de la conservacién y continuidad de bosques nativos (Kuusinen, 1995). El estudio se
realizo en poblaciones de cianoliquenes de la Isla de Tierra del Fuego, donde Peffigera
es un componenté abundante de la comunidad liquénica en los bosques subantarticos.

El area protegida mas grande que existe en [a isla de Tierra del Fuego es el
Parque Natural Karukinka, propiedad de Ia Wildlife Conservation Society (WCS), el cual
comprende una extension de aproximadamente 300.000 ha (Saavedra, 2006). El

Parque Karukinka es un area ecolégicamente representativa de Tierra del Fuego, el




cual contiene mas del 76% de la flora total de Tierra del Fuego inventariada (Moore,
1983).

A pesar de que el Parque Natural Karukinka es actualmente una zona
protegida, anteriormente ha sido explotado por la industria forestal causando la
degradacion y fragmentacion del bosque nativo, lo que generd heterogeneidad de
habitat ya que en algunos sectores el bosque quedd reducido a parches insertos en
una matriz degradada. Ademas de la actividad forestal, el fuego es también una
importante amenaza que afecta a los bosques de Karukinka, causado en su totalidad
debido a actividades humanas. La diversidad del Parque, también puede afectarse
significativamente por la presencia de especies invasoras como el castor (Castor
canadensis), la rata almizclera (Ondatra zibethicus), el visén (Mustela visén), el zorro
gris (Pseudofapex griseus), el conejo (Oryctolagus cuniculus), el cerdo silvestre (Sus
scrofa) y mas de 50 especies de plantas exéticas (Menegoz, 2010). Por otra parte,
Karukinka tiene acceso terrestre por la Ruta Y-85, la que cruza completamente el
Parque de norte a sur; la construccién de este camino fue iniciada en 1995 y también
ha impactado los diversos ecosistemas que existen en Karukinka (Repetto-Giavelli,
2009).

La degradacion en el Parque Karukinka, por lo tanto, se puede observar por la
presencia de diferentes contextos ambientales; entre ellos, los suelos para cultivo o
praderas, que son terrenos degradados en donde existe baja coberiura vegetal; los
bosques nativos jévenes o renovales, los cudles se forman por [a recolonizacién de
especies arbéreas luego de una perturbacion; y finalmente, los bosques nativos
maduros, los cuales poseen baja o nula perturbacion.

Por lo tanto, es relevante analizar el efecto del contexto ambiental sobre la

diversidad de cianoliquenes pertenecientes al género Pelftigera, proponiéndose que en
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las zonas que presentan mayor degradacion del habitat exista una menor diversidad de

los componentes simbidticos.

1.3. Especificidad de los componentes simbidticos de cianoliquenes

QOtro tema importante en la ecologia de los liquenes es la especificidad de la
interaccion de los componentes simbiéticos. En liquenes, es ampliamente aceptado
que el micobionte posee mayor grado de especificidad en la eleccion del fotobionte. En
cambio, el fotobionte seria menos especifico y podria estar asociado a una amplia
gama de micobiontes (Beck et al., 2002; O'Brien et al., 2005). En el caso en particular
de Nosfoc, esta cianobacteria se puede encontrar en vida libre en varios sustratos asi
como también asociada a un amplio rango de hospederos como bridfitas (Adams,
2002), gimnospermas (Cycas) (Costa et al., 2002), angiospermas (Gunnera) (Bergman,
2002), hongos no liquenizables como Geosiphon pyriforme (Kluge et al., 2002),
ademas de encontrarse en simbiosis con una amplia variedad de especies de hongos
liquenizables (Paulsrud et al., 2000; Paulsrud et al., 2001; Oksanen et al., 2002). Por lo
tanto, se ha propuesto que esta diferencia en la especificidad entre el micobionte y el
fotobionte podria estar relacionada con que el micobionte depende del fotobionte para
sobrevivir, ya que nunca se ha encontrado al componente fungico en vida libre (con
sélo una excepcion (Wedin et al., 2004), en cambio el fotobionte se encuentra en vida
libre y es capaz de subsistir en ausencia de su socio simbidtico.

Se ha encontrado que el mismo OTU monofilético de cianobacterias
pertenecientes al género Nosfoc puede estar asociado a organismos de diferentes
especies, entre ellos especies de Pelfigera (Summerfield et al., 2002; Wirtz et al., 2003;
O'Brien et al., 2005; Summerfield & Eaton-Rye, 2008; Elvebakk et al., 2008). Sin

embargo, existen otros estudios que han encontrado a OTUs moncfiléticos de Nosfoc
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en asociaciones especificas con diferentes especies de hongos liquenizables como
Nephroma, Parmeliella, Peltigera, entre otras especies (Otélora et al., 2010; Yahr et al,,
2006; Myllys et al., 2007). Segln estos estudios, la especificidad podria estar
influenciada por el contexto ambiental en el que se encuentran los pares interactuantes
(Rikkinen et al., 2002; Wirtz et al, 2003), asi como también por la estrategia
reproductiva que posea el organismo simbionte (Myllys et al., 2007; Otalora et al.,
2010).

Rikkinen et al. (2002), propusieron que en cianoliquenes la especificidad que
posee un determinado micobionte por su cianobionte, perteneciente al género Nostoc,
depende del sustrato en el cual el liquen se desarrolla. Brevemente, encontré que
cianoliquenes epifitos creciendo en arboles de bosques nativos, poseian un OTU de
cianobionte exclusivo, mientras que cianoliquenes que utilizaban el suelo como
sustrato podian asociarse con una cantidad mayor de OTUs de cianobiontes y
presentar una menor especificidad. Sin embargo, estudios posteriores han encontrado
evidencia de que ciertas especies de liquenes epifitos comparten OTUs de Nosfoc con
especies de liquenes terricolas (Stenroos et al., 2006, Millys et al., 2007; Elvebakk et
al., 2008).

Por otra parte, Otalora et al. (2010) enconfraron que exisien especies de
cianoliquenes pertenecientes a la familia Collemataceae, la cual se asocia
exclusivamente con Nostoc, en los cuales existia una rara interaccién de especificidad
*uno a uno”. Todas estas especies se reproducian por transmision vertical (asexual),
sin embargo esta peculiar alta especificidad se presentaba solo en condiciones con alta
humedad, en asociacion con arboles nativos y en ambientes mayormente sombreados,
por lo que concluyeron que la aita co-especificidad observada en estas especies de

cianoliquenes parecia estar relacionada con la transmision vertical de! fotobionte y con
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la especializacién en condiciones ambientales estrechas. Ademas, en lugares con
condiciones adversas o de estrés, existiria una disminucion de la especificidad de
interaccion de los simbiontes (Helms et al., 2001; Beck et al., 2002; Romeike et al,,
2002; Wirtz et al., 2003; Yahr et al., 2004), lo que permitiria la colonizacién de un
amplio rango de condiciones ecologicas.

Clasicamente la especificidad del micobionte para establecer la simbiosis se
define como el “grado de diferencia taxonémica que existe entre los comparieros con
los cuales se asocia un organismo” (Smith & Douglas, 1987), es decir, el rango
taxonomico de los socios que acepta. Mas recientemente, para la determinacion del
grado de especificidad de un par simbiético se han propuesto varias metodologias, las
cuales contemplan la estimacién de la frecuencia con gue ciertos OTUs de fotobiontes
interactian con un determinado OTU de micobionte (e.g. Pérez-Ortega et al., 2012).
Qtros estudios utilizan arboles filogenéticos para determinar la cercania filogenética de
los diferentes OTUs de fotobiontes que se unen a un determinado OTU de micobionte
(e.g. Vargas & Beck, 2012). Finalmente, otras publicaciones determinan Ia
especificidad como la diversidad genética de los OTUs de fotobiontes asociados a un
OTU de micobionte (e.g. Yahr et al., 2004). Sin embargo, existen nuevos indices para
determinar la especificidad de asociacién, los cuales recomiendan integrar tanio [a
riqueza (nimero), la abundancia (frecuencia relativa), asi como la distancia genética
(similitud de secuencia) de los diferentes OTUs de fotobiontes a los que se une un
determinado OTU de micobionte (Poulin et al., 2011). Por lo tanto, para determinar la
especificidad de asociacion de los componentes de cianoliquenes, en este trabajo se
calculara la diversidad mediante el indice de Shannon ponderado, de los OTUs de

cianobacterias que se asocian a un determinado OTU de micobionte. Se espera que en
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las zonas que presentan mayor degradacién del habitat exista una menor especificidad

entre los componentes simbidticos.

1.4. Estructura de la comunidad bacteriana asociada a cianoliquenes

Ademas de la especificidad entre los simbiontes liquénicos, otro tema relevante
en la ecologia de estos organismos es su microbiota asociada. Los liquenes son
pioneros en la colonizacion de habitats terrestres y se encuentran en una diversidad de
ambientes, como piedras, suelo y sobre plantas viviendo como organismos epifitos
(Petrini et al., 1990). Aunque la diversidad de los componentes simbiéticos de los
liguenes ha sido extensamente estudiada, es muy reciente y escaso el estudio de la
diversidad de la comunidad bacteriana asociada al liquen, a pesar que se conoce la
presencia de estas comunidades desde hace largo tiempo por determinaciones
tempranas de su presencia basadas en caracteristicas fenotipicas y fisioldgicas. Los
liquenes son capaces de crecer y sobrevivir en sustratos pobres en nutrientes, por lo
que se ha sugerido que las comunidades bacterianas asociadas a ellos les otorgarian
una fuente de nutrientes esenciales para el desarrollo del talo liquénico en estos
ambientes (Gonzéles et al., 2005; Cardinale et al., 2008; Liba et al., 2006; Selomann et
al,, 2010).

Las nuevas técnicas de DNA fingerprinting permiten la caracterizacion de las
comunidades microbianas /n sifu. Estas técnicas moleculares, independientes de
cultivo, usan biomarcadores especificos que permiten estudiar la comunidad bacteriana
asociada al liquen (Cardinale et al., 2008; Grube et al., 2009). Estos métodos se basan
principalmente en la amplificacién de DNA mediante PCR de marcadores moleculares,
como los genes ribosomales o genes especificos que definen la funcionalidad de los

grupos bacterianos. Sin embargo, se han encontrado algunos resultados
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aparentemente contradictorios entre si. Por ejemplo, Grube et al. (2009) determiné que
la composicién bacteriana de ciertos grupos asociados a liguenes, como las
alfaproteobacterias, serian especie-especificos y que la comunidad bacteriana
asociada al liquen podria ser considerada como un componente mas de la simbiosis.
Sin embargo, Cardinale et al. (2006) concluyeron que la estructura de las comunidades
bacterianas en liquenes no se correlaciona con la especie del hospedero y entregd
evidencia de que algunas comunidades bacterianas asociadas a liquenes serian mas
bien una exiension de las que se encuenfran en el suelo donde estos organismos
estan presentes.

Mas recientemente, la secuenciacion masiva provee una mayor resolucion para
la determinacién de las comunidades bacterianas asociadas al liquen, sin embargo aun
no se dilucida claramente cual es el mejor descriptor de la estructura del microbioma
de los liquenes. Bates et al. (2011), plantean que existen diferencias entre las
comunidades bacterianas de distintas especies de liquenes y concluyen que estas
comunidades microbianas no son una mera extensiéon de la microbiota presente en el
suelo adyacente, sino que serian una parte importante de la simbiosis liquénica y que
podrian jugar un rol especifico en esta asociacion. Sin embargo, Hodkinson et al.
(2012), utilizando un mayor nimero de especies diferentes, determinaron que la escala
geogréfica, junto con el tipo de fotobionte (cianobionte o ficobionte), son factores
importantes para la determinacion de la estructura de la comunidad microbiana
asociada a los liquenes estudiados, mientras que la identidad del micobionte tendria un
efecto menor en dicha determinacion. En el caso particular de liquenes del género
Peiltigera, Hodkinson et al. (2012) incluyeron en el estudio cuatro especies diferentes

de este género obtenidas de locaciones diferentes y encontré que en las cuatro
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especies fue dominante el grupo de las alfaprotecbacterias, y que en las muestras
provenientes de Alaska la dominancia de este grupo bacteriano fue atin mayor.

Por lo tanto, existen contradicciones para definir cual serfa el factor mas
influyente sobre la estructura de la comunidad microbiana asociada a un liquen,
principalmente debido a que los distintos estudios comparan la comunidad bacieriana
de diferentes especies de liquenes y/o con diferentes tipos de fotobiontes (algas v/s
cianobacterias). Para minimizar estas diferencias, y poder asi determinar la influencia
del contexto ambiental, en este trabajo se analizaron liquenes pertenecientes a un
mismo género (Peltigera), en simbiosis bipartitas con cianobacterias (Nostoc),
provenientes de tres tipos de ambientes del Parque Natural Karukinka. Se propone que
en la pradera, al presentar este contexto condiciones ambientales mas desfavorables,
exista una menor variacion en las estructuras de las comunidades bacterianas

relacionadas a los liguenes.
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1.5. Hipétesis

Considerando que la perturbacion de un ambiente afecta diversos aspectos de la
ecologia de los liquenes, en un ambiente degradado en comparacion a matrices
boscosas no perturbadas, se espera una menor diversidad de los componentes
simbibticos, una menor especificidad entre los pares interactuantes y una menor

variacion de la estructura de la comunidad bacteriana asociada.

1.6. Objetivos

1.6.1. Objetivo General

Determinar la diversidad y especificidad de los componentes simbidticos, incluyendo la
comunidad bacteriana asociada, de ciancliquenes bipartitos pertenecientes al género
Peltigera provenientes de tres contextos ambientales diferentes del Parque Natural

Karukinka.

1.6.2. Objetivos Especificos

1) Determinar la diversidad de los componentes simbitticos de cianoliquenes del
género Peltigera en tres contextos ambientales diferentes del Parque Natural
Karukinka.

2) Determinar la especificidad de los micobiontes de cianoliquenes del género
Peltigera en tres contextos ambientales diferentes del Parque Natural Karukinka.

3) Determinar la estructura de la comunidad bacteriana asociada a cianoliquenes del
género Peffigera, y la de aquella presente en el susirato adyacente, en tres

contextos ambientales diferentes del Parque Natural Karukinka.
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3. RESULTADOS

3.1. Recoleccion de las muestras de cianoliquenes

Los liquenes del género Pelfigera Willd. (1787) pertenecen a la familia
Peltigeraceae, dentro del orden de los Peltigerales dentro de [a clase
Lecanoromycetes de la division Ascomycota.

Los miembros de este genero presentan talos foliaceos, lobulados en forma
de rosetas, con crecimiento irregular, que llegan a cubrir grandes extensiones (Barreno
& Pérez-Ortega, 2003; Louwhoff, 2009). La superficie superior es lisa, intacta o
agrietada, con agujeros en forma de ampolla, de colores mates o brillantes. Pueden
presentar isidios o soredios, las cuales son estructuras de reproduccion asexual que
tienen presentes ambos componentes simbidticos (Louwhoff, 2009). En la cara inferior
se pueden apreciar venas mas o menos oscuras y rizinas ramificadas. Los apotecios,
de estar presentes, son discos marrones, castarios o casi negros (Barreno & Pérez-
Ortega, 2003). Pueden formar dos tipos de asociaciones simbidticas segun la especie,
bipartita con una cianobacteria (Nosfoc), o fripartita con un alga verde (Coccomyxa)
como fotobionte principal distribuido por todo el talo y una ciancbacteria (Nosfoc) en
estructuras externas (O'Brien et al., 2008). Las muestras recolectadas en este trabajo
pertenecen todas a asociaciones bipartitas con cianchacterias.

Este tipo de liquenes crece generalmenie en lugares humedos,
principalmente en lugares sombreados, en el suelo de bosques o junto a las
carreteras. En su mayoria son terricolas y mas escasamente muscicolas, saxicolas o

corticolas, de crecimiento rapido y con frecuencia se desarrollan en ecosistemas que
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han presentado perturbaciones (Louwhoff, 2009). En la tabla A1 del anexo se
muestran las fotografias de las 60 muestras recolectadas, a modo de ejemplo en la

Figura 3 se muestran algunos de los diferentes morfotipos recolectados.

Figura 3. Morfotipos representantes del genero Peltigera. En violeta muestras de
renoval (R), en rojo de bosque (B) y en amarillo de pradera (P).

El proposito del presente trabajo fue la identificacion de los componentes
simbioticos de cianoliquenes presentes en el Parque Natural Karukinka (Tierra del

fuego, Chile). Para este fin se recolectaron, en el sector de Vicunia, 20 muestras de
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talo liquénico y de sustrato asociado en tres contextos ambientales diferentes: renoval
(R), bosque (B) y pradera (P). En base a la georeferenciacién de cada uno de ellos
(Tabla A1, Anexo) se construyé un diagrama con la localizacién de cada punto de

muestreo (Figura 4).
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Figura 4. Mapa que sefnala la distribucion de los 60 puntos de muestreo de
cianoliquenes y sustrato asociado en el Parque Natural Karukinka. En violeta las
muestras de renoval (R), en rojo las de bosque (B) y en amarillo las de pradera (P).
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3.2, Identificacidon molecular de los componentes simbidticos

La identificacion tanto del micobionte como del cianobionte desde cada
muestra de talo liquénico, se realiz6 mediante el andlisis de las secuencias de
marcadores moleculares. Para ello, primero se extrajo €l DNA gendmico a partir de
tejido de cada uno de los talos liquénicos recolectados. La calidad del DNA gendémico

extraido se verificd por electroforesis en geles de agarosa (Figura 5).

M 1 L2 L3 L4 L5 L6 L7 L8 L9

Figura 5. Electroforesis en gel de agarosa al 0,8% del DNA extraido de las muestras
de cianoliquenes del género Peltigera del Parque Natural Karukinka. El primer carril
contiene el marcador de tamarno molecular 100 bp (M), los siguientes carriles el DNA
gendmico de liquenes del renoval (L1-1L3), del bosque (L4-L6) y de |a pradera (L7-L9).

3.2.1. Identificacion del micobionte

| La identificacion del micobionte desde cada muestra de talo liqguénico se realizd
lmediante el andlisis de las secuencias de marcadores moleculares. Para ello, a partir
del DNA obtenido de cada liquen, se amplificaron los marcadores moleculares rDNA
18S e ITS para cada una de las muestras. En ambos casos se verifico la correcta
amplificacidn mediante electroforesis en geles de agarosa. En los geles se pudo

verificar el tamario esperado para los amplicones de cada marcador, ~1400 pb para el

rDNA18S (Figura 6) y 400-600 pb para el ITS (Figura 7).
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Figura 6. Electroforesis en gel de agarosa al 1,2% de los amplicones del marcador
molecular rDNA18S amplificado desde el DNA de las muestras de cianoliquenes del
Parque Natural Karukinka. El primer carril contiene el marcador de tamafio molecular
100 bp (M), los siguientes carriles el DNA gendmico de liquenes del renoval {L1-L3),
del bosque (L4-L8) y de la pradera (L7-L9).

L1 t2 L3 L4 L5 L6 L7 L8 Lo

1000.ph = i . plomd o ] feadd
Ll Wb ke S I

Figura 7. Electroforesis en gel de agarosa al 1,2% de los amplicones del marcador
molecular [TS amplificado desde el DNA de [as muestras de cianoliquenes del Parque
Natural Karukinka. El primer carmil contiene el marcador de tamario molecular 100 bp
(M), los siguientes carriles el DNA gendmico de liquenes del renoval (L1-L3), del
bosque (L4-L6) y de la pradera (L7-L9).
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Los amplicones resultantes de ambos marcadores se secuenciaron en un
sentido y las secuencias obtenidas se analizaron mediante la herramienta
bioinformatica BLAST-N, para compararlas con las existentes en la base de datos del

NCBI (http.//www.ncbi.nim.nih.gov/). Ademas, para el marcador molecular ITS, se

identificaron las regiones hipervariables HR (Tabla A4, Anexo).

En base a la informacion de ambos marcadores moleculares y la identificacion
de la region HR, se definieron 7 OTUs de micobiontes relacionados al género Peltigera
(Figura 8). Seis de ellas pertenecen al complejo P. canina y una al complejo P.
neopolydactyla-dolichorhiza. La OTU mas abundante (OM1; 39,6%), se relacioné a P.
rufescens, seguida por OM2 (22,6%) relacionada a P. fuscopraetextata (Figura 8;
Tabla A2, Anexo). Las demas OTUs estuvieron relacionadas a P. ponojensis (OM4;
15,1%), P. extenuata (OM6; 13,2%), P. frigida (OMS5; 5,7%) y P. dolichorrhiza (OM7;
1,9%) (Figura 8; Tabla A2, Anexo). La OTU OM3 (1,9%) mostrd un alto porcentaje de
identidad de secuencia con P. papuana y presento la regiéon hipervariable esperada
para esta especie (Tabla A4, Anexo). Sin embargo, esta regién esta interrumpida por
un inserto de aproximadamente 50 pb. Aunque se ha reportado una alta variacion
intraespecifica en esta region (Sérusiaux et al., 2009), esta modificacion podria

corresponder a una nueva variante de esta especie.




33

K41 [04]
® K39 [04)
K44 [03]
® K10 [04)
K58 [12)
K51 (08}
K43 [08)
® K08 [02]
® K05 [01]
K48 [07)
K46 [02] | OM1
K55 [10]
K59 [04]
K50 {05]
® K09 [03]
K54 [05]
K60 [13]
K53 [09]
K56 (1)
K57 [04]
K42 [05]

® K33[14]
E ® K01[14)
® K36 [14]
| ® K23[14)
: @ K04 [16)

® K02 [15)
E ® K35 [14) | OM2
® K26 [14]

® K22 [15)
® K15(17)
® K07 [18)
® K28 [14)
® K38 [18] 7 OM3
—— @ K32[19] 7
® K12 [19]
® K30 [19]
® K27 [19]
® K06 [19] | OM4
® K31 [19)
® K21 (19]
@ K40 [19]
® K37 [22] 5
® K28 [21] OM5
® K24 [20)
— @ K19([23] 7
7 ®K11(23)
® K13[23]
®K14[23] | OMB
® K17[23]
® K20 [23)
® K18 [23]
@ K25 [ND] ] OM7

(1)

e ——

006 004 002 000

Figura 8. Dendrograma de las secuencias de micobiontes. Las OTUs se indican como
OM seguido por un nimero de 1 a 7. Los numeros entre corchetes indican el tipo de
HR (ver Tabla A4, Anexo). En violeta las muestras de renoval (R), en rojo las de
bosque (B) y en amarillo las de pradera (P). Las distancias genéticas se calcularon por
el método de Tajima-Nei y la topologia se infirié utilizando el algoritmo UPGMA.
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3.2.2. Identificacion del cianobionte

La identificacién del cianobionte desde cada muestra de talo liquénico se
realizd mediante el analisis de las secuencias de marcadores moleculares. Para ello, a
partir del DNA obtenido de cada liquen, se amplificaron los marcadores moleculares
rDNA 168S e intron del iml para cada una de las muestras. En ambos casos se verificd
la correcta amplificacion mediante electroforesis en geles de agarosa. En los geles se
pudo verificar el tamafo espera‘do para los amplicones de cada marcador, ~1500 pb

para el rDNA16S (Figura 9) y 400 pb para el intron del fraL (Figura 10).

L2 L3 14 15 16 L7 L8 L9
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Figura 9. Electroforesis en gel de agarosa al 1,2% de los amplicones del marcador
molecular rDNA16S amplificado desde DNA de las muestras de cianoliquenes del
Parque Natural Karukinka. Ef primer carril contiene el marcador de tamafio molecular
100 bp (M), los siguientes carriles el DNA gendmico de liquenes del renoval (L1-L.3),
del bosque (L4-L8) y de la pradera (L7-L9).
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Figura 10. Electroferesis en gel de agarosa al 1,2% de los amplicones del marcador
molecular intrén del L amplificado desde DNA de las muestras de cianoliquenes del
Parque Natural Karukinka. El primer carril contiene el marcador de tamario molecular
100 bp (M), los siguientes carriles el DNA gendmico de liquenes del renovat (L1-L3),
del bosque (L4-L6) y de la pradera (L7-1.9).

Los amplicones resultantes de ambos marcadores se secuenciaron en un
sentido y las secuencias obtenidas se analizaron mediante [a herramienta
bioinformatica BLAST-N, para compararlas con las existentes en la base de datos del
NCBI. Ademas, para el marcador molecular intrén del #nL, se identificaron las
regiones hipervariables PEb (Tabla A5, Anexo).

En base a la informacion de ambos marcadores moleculares y la identificacion
de la regién P6b, se definieron 12 OTUs de ciancbiontes relacionadas al género
Nostoc (Figura 11). La mayoria de las OTUs de cianobiontes se relacionaron a
secuencias pertenecientes a cianobiontes de Peltigera spp. (OC8; 1,9% y OC9; 1,9%),
Leptogium spp. (OC1; 5,7%; OC2; 3,8%; OC3; 1,8%; OC4; 22,6%; OCS5; 3,8% y 0C6;
11,3%), Lobara sp. (OC7; 11,3%) y Nephroma spp. (OC10; 28,3% y OC11; 5,7%)
(Figura 11; Tabla A3, Anexo). Solamente la OTU OC12 (1,9%) estuvo mas relacionado

a una cepa de Nostoc commune de vida libre obtenida desde una colonia

macroscopica en el Cabo Royds, Tierra Victoria, Antartica (Novis & Smissen, 2006).
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Figura 11. Dendrograma de las secuencias de cianobiontes. Las OTUs se indican
como OC seguido por un numero de 1 a 12. Los numeros entre corchetes indican el
tipo de P6b (ver Tabla A5, Anexo). En violeta las muestras de renoval (R), en rojo las
de bosque (B) y en amarillo las de pradera (P). Las distancias genéticas se calcularon
por el método de Tajima-Nei y la topologia se infirid utilizando el algoritmo UPGMA.
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3.3. Estimacion de la diversidad

De todas las OTUs de micobiontes, cuatro se encontraron en el renoval (R),
seis en el bosque (B) y solo una en la pradera (P) (Figura 12). Solamente la OTU OM1
estuvo presente en los tres contextos ambientales, mientras que las OTUs OM1, OM2
y OM4 estuvieron presentes en ambas matrices boscosas (renoval y bosque). La Unica
OTU presente exclusivamente en el renoval (R) fue la OM6; mientras que en el
bosque, las OTUs presentes de una manera exclusiva, fueron OM3, OM5 y OM7. En
el renoval (R), la OTU OM6 fue ademas la mas abundante (13,2%), mientras que en el
bosque (B) fue la OM2 (13,2%) seguida por OM4 (11,3%). En la pradera (P), la unica
OTU encontrada (OM1) representé un 30,2% del total de OTUs encontradas en los

tres contextos ambientales (Figura 12).

Frecuencia (%)

Figura 12. Frecuencia de las OTUs de micobiontes determinadas en cada uno de los
contextos ambientales. En violeta las muestras de renoval (R), en rojo las de bosque
(B) y en amarillo las de pradera (P).
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Por otra parte, de todas las OTUs de cianobiontes, cinco se encontraron en el
renoval (R), ocho en el bosque (B) y cuatro en la pradera (P) (Figura 13). Ninguna de
las OTUs de cianobiontes estuvo presente en todos los contextos ambientales. Mas
aun, el renoval (R) presentd dos OTUs exclusivas (OC7 y OCB8), el bosque (B) cuatro
(OC1, OC3, OC9 y OC12), y la pradera (P) solo una (OC5). La pradera (P) compartié
OTUs con el bosque (B) (OC2 y OC4) y con el renoval (R) (OC6); mientras que las
matrices boscosas (renoval y bosque), compartieron dos OTUs (OC10 y OC11). En el
renoval (R), las OTUs mas abundantes fueron OC7 y OC10, ambas igualmente
representados (11,3%). Por su parte, la OTU OC10 fue la mas abundante en el
bosque (B) (17,0%). En la pradera (P), la OTU OC4 fue considerablemente la mas

representada (20,8%) (Figura 13).

Frecuencia (%)

Figura 13. Frecuencia de las OTUs de cianobiontes determinadas en cada uno de los
contextos ambientales. En violeta las muestras de renoval (R), en rojo las de bosque
(B) y en amarillo las de pradera (P).
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Una manera de cuantificar la diversidad es mediante el calculo de indices, en
este caso se utilizé el indice de Shannon ponderado, el cual considera la frecuencia de
aparicion de cada OTU y la distancia genética existente entre los OTUs. En todos los
casos, tanto para micobiontes, como para cianobiontes e incluso las parejas, el indice
calculado fue mayor en el bosque (B), seguido por el renoval (R) y la pradera (P),
teniendo esta ultima la menor diversidad. En las matrices boscosas, la diversidad de
OTUs de micobiontes fue mayor que la de cianobiontes; en cambio, en la pradera, solo

se determin6é un OTU de micobionte (Figura 14).
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Figura 14. Diversidad ponderada por la distancia genética de las OTUs de
micobiontes, cianobiontes y parejas en cada uno de los contextos ambientales. En
violeta las muestras de renoval (R), en rojo las de bosque (B) y en amarillo las de
pradera (P).
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Finalmente, al comparar los diferentes contextos ambientales en términos de
las frecuencias ponderadas por la distancia genética de cada OTU (de micobiontes,
cianobiontes y parejas), las matrices boscosas (renoval y bosque) son mas parecidas

entre si que con la pradera (Figura 15).
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Figura 15. Dendrograma de las frecuencias ponderadas por la distancia genética de
las OTUs de micobiontes, cianobiontes y parejas. R: renoval, B: bosque y P: pradera,

3.4. Estimaciodn de la especificidad

Al analizar las parejas de OTUs, el bosque (B) presenté el mayor nimero de
parejas (11/16), seguido por el renoval (R) (6/16) y la pradera (P) (4/16) (Figura 18);
consistentemente esta tendencia se confirma por el indice de diversidad ponderada
calculado en la seccion anterior (Figura 14).

La OM1, ademas de ser la unica OTU presente en todos los ambientes, fue la
OTU de micobionte que se asocié con mas OTUs de cianobiontes (OC2, OC4, OC5 y
OC8). Sin embargo, si se considera el contexto ambiental, sdlo en [a pradera aparece

asociado a distintas OTUs de Nosfoc, en los ofros contextos ambientales forma pareja
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con solo una OTU (con OC6 en R y con OC4 en B). Entre las parejas que forma OM1,

la mas abundante es OM1-OC4 y estuvo presente en la pradera (P) (20,8%) y en el

bosque (B) (1,9%). Por otra parte, dos OTUs de micobiontes del renoval (R) (OM1 y

OM4) y tres del bosque (B) (OM1, OM3 y OM7), se asociaron a una sola OTU de

cianobionte. Mientras que las OTUs de cianobiontes que se asociaron a una unica

OTU de micobionte fueron OC3, OC5, OC7, OC8, OC9 y OC12; tres de las cuales se

encontraron en el bosque (B), dos en el renoval (2) y solo una en la pradera (P).

Ninguna de las OTUs de cianobiontes que se relacioné a una sola OTU de micobionte

se encontré en mas que un contexto ambiental (Figura 16). El analisis de chi-cuadrado

confirmé la dependencia de las parejas de OTUs de micobionte y cianobiontes (p=

0,0075).
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Figura 16. Frecuencia de las parejas de OTUs en cada uno de los contextos
ambientales. En violeta las muestras de renoval (R), en rojo las de bosque (B) y en
amarillo las de pradera (P).
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Por otro lado, se calculd la diversidad ponderada de cianobionies que se unen
a cada OTU de micobionte como una medida del grado de especificidad de la
interaccion. Para ello, se ordenaron de manera creciente los indices de Shannon
ponderados, obteniéndose un ordenamiento de las OTUs de micobiontes segun el
grado de especificidad, de mas especificos (1) a menos especificos (7) (Tabla 4). Las
OTUs OM3 y OM7 presentaron el mayor grado de especificidad, encontrandose cada
una de ellas unidas a una anica OTU de cianobionte; seguidas por las OTUs OM6,
OM5 y OM1, las cuéles se encontraron unidas a 2, 3 y 4 OTUs de cianobiontes,
respectivamente. Finalmente, las OTUs OM4 y OM2 presentaron los menores grados
de especificidad, ya que si bien se unieron a 2 y 3 OTUs de cianobiontes,
respectivamente, las distancias entre estas OTUs fueron mayores que las distancias

de las OTUs mencionadas anteriormente (Tabla 4).

Tabla 4. Grado de especificidad de cada OTU de micobionte basado en la diversidad
ponderada de cianobiontes a los que se une.

Micobionte Diversidad ponderada  Grado de especificidad

de cianohiontes del micobionte
OM1 0,00817 5
OmM2 0,01166 7
Oom3 0,00000 1
OM4 0,01180 6
OM5 0,00844 4
Ooms 0,00143 3
OM7 0,00000 1
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3.5. Estructura de la comunidad bacteriana asociada a los cianoliquenes

Para determinar la estructura de la comunidad bacteriana asociada a los
cianoliquenes se utilizé la técnica de TRFLP a partir del DNA gendmico extraido desde
el talo liquénico (Figura 5), y desde el DNA extraido del sustrato asociado a cada
cianoliquen (Figura 17). A partir del DNA extraido se amplificé la regién variable V1-V3
del rDNA 16S y se verificd la correcta amplificacion mediante electroforesis en geles
de agarosa. En [os geles se pudo verificar el tamarfio de ~500 pb esperado para los
amplicones de dicho marcador desde las muestras de sustrato (Figura 18), lo mismo

se observo para los amplicones obtenidos desde las muestras de liquenes.

M 81 82 853 S4 85 S6 S7 S8 S9

Figura 17. Electroforesis en gel de agarosa al 0,8% del DNA extraido de las muestras
de sustrato asociado a cianoliqguenes del género Peltigera del Parque Natural
Karukinka. El primer carril contiene el marcador de tamafio molecular 100 bp (M), los
siguientes carriles el DNA genomico de liquenes del renoval (S1-S3), del bosque (S4-
S6) y de la pradera (S7-S9).
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Figura 18. Electroforesis en gel de agarosa al 1,2% de los amplicones de la regién
variable V1-V3 del marcador molecular rDNA16S amplificado desde el DNA de las
muestras de sustrato asociado a cianoliquenes del Parque Natural Karukinka. El
primer carril contiene el marcador de tamafio molecular 100 bp (M), los siguientes
carriles el DNA gendmico de liquenes del renoval (S1-S3), del bosque (S4-S6) y de la
pradera (S7-89).

Los perfiles de TRFs obtenidos para la comunidad bacteriana relacionada al
talo liguénico (L) y al sustrato asociado (S) se muestran en la Figura 19. A simple vista
no se observa un patrén caracteristico por OTU de micobionte o de cianobionte. Mas
aun, la diferencia mas apreciable se debe al grado de asociacion que presenta la
comunidad bacteriana con el holobionte, vale decir, son mas parecidos entre si los
perfiles obtenidos a partir del talo liquénico que con los obtenidos desde el sustrato
asociado (Figura 19). Ademas, los perfiles obtenidos a partir del sustrato asociado
parecen ser mas homogéneos, probablemente por la notoria dominancia del TRF de
200-206 pb, seguido por el TRF de 119-124 pb y, aunque no presentes en todas las
muestras, los TRFs de 197-199 pb y 227-230 pb. Por el contrario, los perfiles
asociados al talo liquénico muestran una mayor diversidad de TRFs, encontrandose en
la mayoria de las muestras y casi igualmente representados los TRFs de 51-53 pb,
119-124 pb, 137-139 pb, 146-151 pb y 200-206 pb (Figura 19). Finalmente, se puede

observar que los perfiles obtenidos desde el talo liquénico presentan de manera
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exclusiva los TRFs de 193-195 pb y 231-233 pb. Por su parte, los perfiles obtenidos a
partir de las muestras de sustrato asociado al talo liquénico presentan una notoria
mayor cantidad de TRFs exclusivos (58-59 pb, 103-105 pb, 129-130 pb, 153-154 pb,

183-185 pb, 186-187 pb, 270-276 pb y 501-519 pb) (Figura 19).
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Figura 19. Frecuencia relativa de los principales TRFs obtenidos de la region variable
V1-V3 del rDNA 16S amplificada desde las muestras de liquenes (L) y sustrato
asociado (S). Los nombres de las muestras indican el numero de OTU de micobionte y
cianobionte separados por un guion. Los diferentes colores indican el rango de tamario
en pb de cada fragmento.
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Al analizar la similitud de los perfiles de ambos tipos de muestras (talo liquénico
y sustrato asociado), mediante analisis de escalamiento multidimensional no métrico
(NMDS), se confirma la diferencia observada entre ambos tipos de perfiles. Ademas,
puede corroborarse que los perfiles obtenidos a partir del sustrato asociado a los talos
liquénicos son mas similares entre si que los obtenidos a partir del propio talo liquénico
(Figura 20). El andlisis de similitud (ANOSIM) de una via, determiné que el coeficiente
R entre ambos tipos de muestras es de 0,55 (p=0,0001), por lo que a pesar de no ser

un valor muy grande, da un indicio de la disimilitud entre los grupos comparados.
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Figura 20. Escalamiento multidimensional no métrico (NMDS) de los principales TRFs
obtenidos de la region variable V1-V3 del rDNA 16S amplificada desde las muestras
de liquenes (en color verde) y sustrato asociado (en color granate). Eje horizontal:
coordenada 1; eje vertical: coordenada 2. Los nombres de las muestras indican el
numero de OTU de micobionte y cianobionte separados por un guion; seguidos de una
letra que indica el contexto ambiental (R: renoval, B: bosque, P: pradera). Para la
comparacion de las muestras se utilizé el indice de Bray-Curtis.
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Para analizar cada tipo de muestras por separado, se realizd un analisis
multivariado de componentes principales para cada uno, obteniéndose en ambos
casos una explicacion del 100% de la varianza mediante los dos primeros
componentes (Figuras 21 y 22). En el caso de los perfiles obtenidos a partir del talo
liguénico se observa una clara separacion entre las muestras obtenidas desde los tres
contextos ambientales, siendo las muestras de la pradera las mas alejadas y las
muestras desde las matrices boscosas (renoval y bosque) las mas similares entre si.
En este caso no se observo una gran diferencia en los tamafios de las envolventes
convexas determinadas para cada contexto ambiental, siendo levemente mas

pequena la de las muestras de |la pradera (Figura 21).
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Figura 21. Analisis de componentes principales de los perfiles de TRFLP de la region
variable V1-V3 del rDNA 16S amplificada desde las muestras de liquenes. En violeta
las muestras de renoval (R), en rojo las de bosque (B) y en amarillo las de pradera (P).
El componente principal 1 (eje horizontal) explica un 80,0% de la varianza de los
datos, mientras que el componente principal 2 (eje vertical) explica un 20,0%.
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En el caso de los perfiles comunitarios obtenidos a partir del sustrato asociado
a cada liquen, no se observa una separacién clara en relacion al contexto ambiental,
quedando la envolvente convexa de las muestras de la pradera superpuesta a las de
las matrices boscosas. Las muestras mas disimiles entre si fueron las del renoval,
seguidas por las de bosque. Por su parte, los perfiles comunitarios de T-RFLP mas

similares corresponden a las muestras de la pradera (Figura 22).
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Figura 22. Anélisis de componentes principales de los perfiles de TRFLP de la region
variable V1-V3 del rDNA 16S amplificada desde las muestras de sustrato. En violeta
las muestras de renoval (R), en rojo las de bosque (B) y en amarillo las de pradera (P).
El componente principal 1 (eje horizontal) explica un 80,8% de la varianza de los
datos, mientras que el componente principal 2 (eje vertical) explica un 19,2%.




4. DISCUSION

La simbiosis liquénica es generalmente considerada un ejemplo clasico de
simbiosis, donde la unidad simbittica (el liquen) presenta morfologia y funciones
claramente distintas de las de los simbiontes que la conforman. La mayoria de los
hongos liquenizados viven en una simbiosis obligada con su fotobionte (Honegger,
1991); sin embargo, los factores ecoldgicos y geneéticos que determinan esta
interaccién son aun poco conocidos. En este trabajo se estudid la diversidad de los
componentes simbiéticos, la especificidad de la interaccion y la estructura de la
comunidad bacteriana asociada, de cianoliquenes bipartitos pertenecientes al género

Peltigera provenientes de tres contextos ambientales diferentes del Parque Natural

Karukinka.

4.1. Diversidad de los componentes simbidticos de cianoliquenes

Al estudiar los componentes simbibticos de cianoliquenes del género Peltigera
en distintos contextos ambientales del Parque Natural Karukinka, se observd que la
calidad del habitat afecta la diversidad de OTUs de los componentes simbidticos y de
las parejas que ellos forman. Los valores del indice de diversidad ponderado por la
distancia genética, indicaron que el orden decreciente de diversidad para todos los
componentes de la simbiosis fue bosque>renoval>pradera.

En los bosques nativos del Parque Karukinka se ha registrado una gran
diversidad de especies de musgos y liquenes (Armesto et al., 1995), la mayoria de

estas especies son de origen endémico y representan un reservorio importante de
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diversidad. Sin embargo, se puede cbservar que a pesar de los esfuerzos por proteger
la diversidad, existen zonas del Parque que presentan degradacion del habitat, ya sea
por producto de actlividades antropogénicas (construccion de caminos, tala de arboles,
introduccién de especies exdticas, etc), o naturales (incendios, vientos fuertes, etc)
(Saavedra, 2006), las cuales pueden afectar la diversidad de cianoliquenes que
cumplen un rol importante en el ciclado de nutrientes, como el carbono y el nitrdgeno
(Guzman et al., 1990; Galloway, 1996; Caldiz et al., 2007), y muchos de los cuales
pueden considerarse pioneros en la colonizacién de ambientes extremos y/o
degradados. Varios repories sefialan que [a fragmentacion del bosque afecta la
diversidad de las comunidades de liquenes epifitos (Moen & Jonsson, 2003; Ellis &
Coppins, 2007; Johansson, 2008; Aragén et al., 2010), ya que perturbaciones del
ecosistema forestal podria reducir la disponibilidad de nutrientes, generar aislamiento
de las comunidades y producir cambios en las condiciones microclimaticas al interior
del bosque, especialmente de luz y de humedad, las cuédles son claves para el
desarrollo de liquenes (Kivistd & Kuusinen, 2000; Moen & Jonsson, 2003).

Por su parte, Martinez et al. (2011) encontraron que la calidad del habitat, mas
que la fragmentacion del bosque, afecta la diversidad de liquenes epifitos, detectando
una alta diversidad de liqguenes en los parches de bosque nativo. Similares resultados
han encontrado otros autores en los remanentes de bosques nativo, donde atn se
conserva una alta diversidad de liquenes (Walser et al., 2005; Werth et al., 2006;
Martinez et al., 2006; Belinchédn et al., 2009).

Los resultados obtenidos en este estudio confirman que en el bosque nativo
maduro se puede encontrar una alta diversidad de OTUs, muchas de las cuales son
exclusivas de dicho ambiente. A modo de ejemplo, la OTU de micobionte OM5 se

relacioné con P. frigida, la cual solo se ha descrito en la zona de Tierra del Fuego
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(Martinez et al., 2003). Ademas, las OTUs OM3 y OMY7 se relacionaron a P. papuana y
P. dolichorrhiza, respectivamente, las cuales son especies recientemente identificadas
(Sérusiaux et al., 2009). Notoriamente, las OTUs de cianobiontes relacionadas a las
OTUs de micobiontes mencionados (OM3, OM5 y OMY7) se encontraron
exclusivamente en el bosque maduro y asociados solo a una OTU de micobionte. En el
caso del renoval, se enconitré una menor diversidad ponderada que la encontrada en el
bosque, tanto de OTUs de micobiontes como de OTUs de cianobiontes. Solo se
encontré una OTU de micobionte (OM8B) propia de este ambiente, la cual se relaciond a
P. extenuata. Mas aln, solo se encontraron dos OTUs de cianobiontes tnicas de este
ambiente, las cuales coincidentemente se asociaron con la OTU OM6. Los miembros
de esta especie de Pelfigera tienen un modo de reproduccién asexual, el cual podria
explicar su bajo nivel de dispersion y su alta especificidad (Goffinet et al., 2003).

En la pradera, se enconiré una solo OTU de micobionte (OM1), [a cual fue la
Ginica OTU encontrada en los tres contextos ambientales y se relacioné a la especie P.
rufescens. Esta especie posee una distribucién ampliamente cosmopolita, y se
describe como una de las especies del género Peltigera mas comun del mundo
(Vitikainen, 1994; Martinez, 1999; Martinez et al., 2003). Los miembros de esta especie
pueden habitar diferentes ambientes, su presencia no est& obligatoriamente ligada a
una zona boscosa, pudiéndose encontrar frecuentemente en zonas de pastizales,
bosques abiertos (dehesas) y zonas de alta montaiia (Martinez, 1999). Cabe sefialar
que la OTU OM1 se encontré asociada a cuatro OTUs de cianobiontes, las cuales se
relacionaron a cianobiontes de otro género de liquenes dentro del orden Peltigerales
(Leptogium spp.). Todas estas caracteristicas podrian explicar por qué este organismo

es pionero en la colonizacion exitosa de un ambiente perturbado como la pradera.
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De los resultados obtenidos se puede concluir que la perturbacién del bosque
nativo afecta negativamente a la diversidad de ambos componentes simbidticos de los

cianoliquenes pertenecientes al género Peltigera.

4.2. Especificidad de los componentes simbidticos de cianoliquenes.

Se han propuesto diversas formas para determinar la especificidad de los
componentes simbiéticos de una determinada interaccién (Poulin et al., 2011). En este
trabajo se determind el grado de especificidad de los micobiontes mediante el calculo
la diversidad de cianobicntes a los cuales se asocidé cada OTU de micobionte y se
realiz6 un ordenamiento de las especies de mas especifica (1) a menos especifica (7).

Las OTUs OM3 y OM7 presentaron un tipo de especificidad denominado “uno a
uno”, en donde existe una alta especificidad entre los simbiontes, ya que una OTU de
cianobionte se encuentra asociada a una OTU de micobionte y viceversa. Otra OTU
que muestra una alta especificidad es OMB, la cual aunque se encontré asociada a dos
OTUs de cianobiontes, éstas estan genéticamente muy relacionados entre si. Este tipo
de patrdn de alta especificidad se ha encontrado principalmente en liquenes que
poseen una transmisién vertical del fotobionte y se encuentran en condiciones
ambientales estrechas, especialmente en lugares himedos, sombreados y asociados a
arboles maduros de bosques (Myllys et al., 2007; Otalora et al., 2010). Los resultados
concuerdan con los antecedentes bibliogréficos descritos anteriormente, ya que las
OTUs OM3 y OM7 se enconfraron Unicamente en el bosque maduro. Mientras que la
OTU OM®6, ademas de estar presente Unicamente en el bosque joven (renoval), se
relaciond a la Unica especie de Pelfigera que posee un tipo de reproduccion asexual
por medio de soredios, lo que explicaria su baja dispersién y su alta especificidad de

asociacion (Goffinet et al., 2003). Por su parte, las OTUs OM5 y OM1 presentan grados
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de especificidad intermedios a pesar de ser las que se unen a la mayor cantidad de
QOTUs de cianobiontes, ya que estas OTUs estan muy relacionadas entre si. En el otro
extremo, [as OTUs OM2 y OM4 poseen un grado de especificidad bajo y presentarian
un patron de especificidad denominado “generalista’, en donde una misma OTU de
micobionte puede estar relacionada con diversas OTUs de fotobiontes (Rikkinen et al,,
2002:; O'Brien et al., 2005). Sin embargo, estos resultados se basan en la comparacion
de la especificidad de cada micobionte en el contexto ambiental en el que se encontrd
presente, por lo que no se puede determinar la influencia del contexto ambiental en
todos los casos.

La unica OTU presente en [os fres contextos ambientales y para la cual se
puede realizar la comparacion del grado de especificidad en cada uno de ellos es OM1.
Se puede observar que en el bosque nativo y el bosque joven, esta OTU posee una
especificidad alta, ya que se une a una sola OTU de cianobionte (OC4), sin embargo
en la pradera este micobionte posee un comportamiento diferente ya que se asocia a
cuatro OTUs de cianobiontes diferentes (incluyendo OC4). Una explicacion para este
comportamiento podrfa ser que se ha descrito que en lugares con condiciones
adversas o de estrés, existe una disminucién de la especificidad de interaccién de los
simbiontes (Helms et al., 2001; Beck et al., 2002; Romeike et al., 2002; Yahr et al,,
2004). En el caso de la pradera, existe una baja cobertura vegetal y por lo tanto una
alta exposicion a fuertes vientos, luz ultravioleta, mayores temperaturas y una
consecuente disminucion en la disponibilidad de agua, condiciones que pedrian

explicar la disminucién en la especificidad de esta OTU en este ambiente.
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4.3. Estructura de la comunidad bacteriana asociada a cianoliquenes

Existen aparentes coniradicciones sobre los factores mas importantes que
determinan la estruciura de la microbiota asociada al liquen, encontrandose como
posibles predictores la biogeografia (e.g. Cardinale et al., 2008; Hodkinson et al.,
2012), el tipo de fotobionte (e.g. Hodkinson et al., 2012) y Ia identidad del micobionte
(e.g. Grube et al., 2009; Bates et al. 2011). Con el propésito de evaluar el efecto de la
perturbacion del ambiente sobre la comunidad bacteriana asociada a [os liquenes, y
establecer si este factor es determinante en la estructuracién de la comunidad
bacteriana relacionada a los cianoliquenes del Parque Natural Karukinka, se determind
mediante la técnica de TRFLP la estructura de la comunidad bacteriana intimamente
relacionada a los liquenes y la de aquella presente en el sustrato asociado, en tres
contextos ambientales diferentes (renoval, bosque y pradera).

Al analizar los perfiles de TRFLP se pudo determinar que en las muestras
obtenidas directamente del talo del liquen, no solo existia un TRF perteneciente al
cianobionte que forma parte de la asociacion simbidtica, sino que ademas existian
otros TRFs. Estos datos confirman que en las muestras de liquenes exhaustivamente
limpiadas previ-o a la extraccion de DNA, existe una comunidad bacteriana asociada
intimamente al talo del liquen. Estos resultados concuerdan con las trabajos previos en
donde se han encontrado ensambles microbianos altamente estructurados, formando
una biopelicula sobre el talo del liqguen (Grube et al., 2009), los cuales corresponderian
principalmente a alfaproteobacterias (Bates et al., 2011; Cardinale et al., 2008; Grube
et al., 2009; Hodkinson et al., 2012).

Ademds, se pudo observar que en el sustrato adyacente al talo liqguénico no
existe una abundancia predominante de TRFs pertenecientes a potenciales

cianobiontes del género Nosfoc, lo que podria sugerir que la disponibilidad de
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potenciales cianobiontes en el sustrato adyacente al liguen es similar en todas las
muestras obtenidas y que ademas se encuentra en una abundancia comparativamente
menor con respecto a otros grupos bacterianos.

Al comparar los perfiles obtenidos de las muestras del talo liquénico con los
obtenidos del sustrato adyacente al liquen, se observé que estas Ultimas eran mas
homogéneas entre si, lo que se confirmé mediante el analisis de similitud ANOSIM.
Este resultado se podria explicar si la identidad de los componentes simbidticos del
liquen estaria influenciando el contexto en que se encuentran los microorganismos
intimamente asociados al talo liquénico, lo cual potenciaria o inhibiria la presencia de
ciertos grupos bacterianos.

En las muestras de cianoliguenes obtenidas desde el Parque Karukinka, se
pudieron describir 16 tipos diferentes de parejas simbidticas, las cuales estuvieron
constituidas por 7 diferentes OTUs de micobionte y 12 OTUs de cianobionte, lo que
podria explicar la alta diversidad de TRFs obtenidos en las muestras de talo liquénico.
En cambio, las muestras de suelo adyacente a los liquenes recolectadas desde los tres
contextos ambientales son mas homogéneas entre si, lo que sugiere que el ambiente
quimico que provee el talo liquénico tendria un efecto menor en la comunidad del
sustrato adyacente. Esto podria deberse a que en el género Pelfigera existen especies
en que se ha descrito la ausencia de metabolitos secundarios, como por ejemplo en
todo el complejo P. canina, exceptuando P. extenuata (Martinez, 1999).

Por otra parte, en el analisis de componentes principales se observo que el area
que ocupan los perfiles de las muestras presentes en la pradera es menor que el area
que ocupan los perfiles del bosque y el renoval. Este fenébmeno se observé en las

comunidades bacterianas intimamente asociadas al liquen, y en mayor medida en las
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comunidades del sustrato adyacente, lo que estaria dando cuenta de una menor
diversidad de la microbiota relacionada con los liquenes en la pradera.

Esta menor diversidad puede estar asociada directamente con las condiciones
mas adversas de este ambiente, pero también podria relacionarse indirectamente con
la disminucién de la diversidad de los componentes simbidticos presentes.
Considerando que en [a pradera se analizé la comunidad asociada a una pareja de
OTUs (OM1-0OC4), se podria inferir que la identidad de estos componentes simbiéticos
podrian estar dando cuenta de la diferenciacion de los perfiles de TRFs en las
muestras del talo liquénico. Con respecto a las muestras del sustrato asociado, el
andlisis de componentes principales no fue concluyente con respecto a la influencia del
contexto ambiental sobre la estructuracién de los perfiles de TRFs obtenidos; sin
embargo, se puede observar que ciertas muestras que poseen el mismo micobionte y
cianobionte, se encuentran cercanas entre si (e.g. muestras de la pareja OM4-0C6).

Ademas, la mayor disminucién en cuanto a la similitud de los perfiles de las
comunidades del sustrato adyacente a los liquenes, en comparacion con las
intimamente asociadas a ellos, se observd en la pradera. Este resultado se podria
explicar considerando que el liquen puede ejercer un rol protector sobre la diversidad
de la comunidad bacteriana relacionada, entregandole nutrientes y proteccién
(Ahmadjian, 1993; Nash, 2008), y manteniendo asi una comunidad bacteriana mas
estable ante condiciones ambientales mas adversas.

Estos datos apoyan trabajos previos en los que se concluye que los liquenes
podrian influenciar su microbiota asociada, sin embargo no existe un factor (nico que
determine esta estructuracion de la comunidad bacteriana (Hodkinson et al., 2012),

siendo una interaccion compleja que depende de muiltiples factores como la identidad

de ambos simbiontes y el contexto ambiental en el que éstos se encuentren.
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5. CONCLUSIONES

La perturbacion del contexto ambiental influye en la ecologia de los liquenes, en el
caso particular de este estudio se determind para la asociacion simbidtica
perteneciente al género Peffigera-Nostoc que:

= En la pradera se encontrd una baja diversidad de ambos componentes simbidticos y
OTUs mayoritariamente cosmopolitas, mientras que en las matrices boscosas se
determiné la presencia de OTUs Gnicas y una mayor diversidad biolégica. Esto
probablemente se debe a que la perturbacién de los bosques disminuye la calidad
del habitat, lo que provoca una reduccidn en la disponibilidad de sustrato,
aislamiento de las comunidades y cambios en las condiciones microclimaticas.

= |a especificidad en la interaccion de los componentes simbidticos fue menor en la
pradera, mientras que en los contextos boscosos algunas OTUs de micobionte
presentaron una alta especificidad, asocidndose s6lo a una OTU de cianobionte.
Esto podria deberse a que en contextos mas perturbados, el micobionte amplia su
rango de asociacioén para poder sobrevivir a condiciones adversas.

» La comunidad bacteriana asociada intimamente a los liquenes se diferenci6 de fa
encontrada en el susiralo adyacente. Ademas, las estructuras de estas
comunidades presentaron una menor variacién en la pradera, posiblemente debido
a las condiciones mas desfavorables de este contexto, diferenciandose ademas de

las encontradas en las matrices boscosas no perturbadas.
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ANEXO

Tabla A1. Fotografias y datos de latitud, longitud y altitud asociados a cada muestra de
liquenes del género Peltigera en el Parque Natural Karukinka.

Contexto ambiental 1: Renoval de lenga

/ .
Latitud: 54° 08' 22,83"
Longitud: 68° 42' 36,73"
Altitud: 186,6 m

Latitud: 54° 08' 22,66"
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K3

Latitud: 54° 08' 22,80"
Longitud: 68° 42" 35,32"
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‘A i ¥
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b o
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Continuacion Tabla A1.

Latitud: 54° 07' 36,92"
Longitud: 68° 42' 34,15"
Altitud: 169,3 m

Latitud: 54° 07" 36,95
Longitud: 68° 42 33,90"
Altitud: 171.3 m

Latitud: 54° 07" 36,43"
Longitud: 68° 42' 33,12"
Altitud: 170,8 m

& = h
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Longitud: 68° 42' 32,54"
Altitud: 168,8 m

Contexto ambiental 2: Bosque de lenga
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Latitud: 54° 07' 37,58"
Longitud: 68° 42' 34,40"
Altitud: 169.2 m

Latitud: 54° 07' 38,29"
Longitud: 68° 42' 34,49"
Altitud: 171,3 m

Latitud: 54° 07" 38,29"
Longitud: 68° 42' 34,49"
Altitud: 171,3 m

Latitud: 54° 07" 37,75"
Longitud: 68° 42' 35,17"
Altitud: 161,4 m

Latitud: 54° 07 37,73"
Longitud: 68° 42' 33,57"
Altitud: 159,6 m

K36

3 N x
Latitud: 54° 07* 37,60"
Longitud: 68° 42' 33,52"
Altitud: 1596 m

% ‘

Latitud: 54° 07° 37 49"

Longitud: 68° 42' 33,37"
Altitud: 180,6 m

Latitud: 54° 07" 36,93"
Longitud: 68° 42' 33,61"
Altitud: 153,0 m

' e & 2EE
Latitud: 54° 07" 38,29"
Longitud: 68° 42' 34,60"
Altitud: 198,8 m

K40

S Y

38,17"

Latitud: 54° 07"
Longitud: 68° 42' 35,19"
Altitud: 1781 m




Continuacién Tabla A1.

Contexto ambiental 3: sin cobertura arborea

K41

Latitud: 54° 07" 35,52"
Longitud: 68° 42" 32,41"
Altitud: 146,0 m

Latitud: 54° 07" 35,71"
Longitud: 68° 42 32,23"
Altitud: 147,2 m

\ P
Latitud: 54° 07' 35,67"
Longitud: 68° 42' 31,97"
Altitud: 145,0 m

Latitud: 54° 07 35,14"
Longitud: 68° 42' 31,90"
Altitud: 152,1 m

VP
Latitud: 54° 07' 35,14"
Longitud: 68° 42’ 30,94"
Altitud: 154,0 m

7 Y A

Latitud: 54° 07' 34,98"

Longitud: 68° 42' 30,56"
Altitud: 160,0 m

K47

L

Latitud: 54° 07' 34,88"
Longitud: 68° 42' 30,71"
Altitud: 159,0 m

K48
=

- : - e >
£ R b S
[ A L - P A
3 o Ty
o8 R
N ‘(,l" "‘!-. 'l
TR
Latitud: 54° 07" 34,90"
Longitud: 68° 42' 31,02"
Altitud: 158,6 m

i

e

b A

D . o AT
Latitud: 54° 07" 34,92"
Longitud: 68° 42' 30,93"
Altitud: 157,8 m

K50

Latitud: 54° 07' 34,75"
Longitud: 68° 42" 31,72"
Altitud: 154,1 m

Longitud: 68° 42' 31,57"
Altitud: 1559 m

Longitud: 68° 42' 31,95"
Altitud: 152,4 m

Latitud: 54° 07' 34,86"
Longitud: 68° 42' 32,33"
Altitud: 151,0 m

K54

i SR
e .
Latitud: 54° 07" 34,41"

Longitud: 68° 42' 32,08"
Altitud: 152,4 m

e

Latitud: 54° 07' 34,52"

Longitud: 68° 42' 32,20"

Altitud: 152,3 m

K5

Latitud: 54° 07" 34,45"
Longitud: 68° 42' 31,70"
Altitud: 153,6 m

K57

S
Latitud: 54° 07" 34,29"
Longitud: 68° 42' 31,60"
Altitud: 156,5 m

i . ‘,. - 3
Latitud: 54° 07" 34,27"
Longitud: 68° 42' 31,54
Altitud: 157,3 m

K59

Latitud: 54° 07" 34,55"
Longitud: 68° 42 31,49"
Altitud: 152,1 m

Latitud: 54° 07" 34,48"
Longitud: 68° 42' 31,41"
Altitud: 1499 m
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