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RESUMEN

Los liguenes son asociaciones complejas constituidas principalmente por un
micobionte y un fotobionte. Diversos estudios han demostrado la presencia de
bacterias asociadas a esta simbiosis; sin embargo, en Guanajuato la investigacion a
este nivel es escasa. Aqui, exploramos las bacterias asociadas a liquenes del estado
de Guanajuato. Se realizdé un muestreo aleatorio de 21 liquenes en el area recreativa
"Las Palomas", Guanajuato. Las muestras se identificaron morfolégica y
guimicamente. Las bacterias asociadas se aislaron en diversos medios de cultivo
solidos y después se caracterizaron mediante tincion de Gram y se identificaron con
secuenciacion del gen 16S rDNA, comparando las secuencias con bases de datos
genéticas publicas. Se registraron un total de 11 liquenes foliosos, 4 fruticosos, 5
costrosos y uno compuesto, tales como Punctelia, Parmelia y Dendrographa. De las
23 cepas bacterianas aisladas el filo Proteobacteria fue el mas abundante (52.2 %),
seguido del de Firmicutes (39.1 %) y Actinobacteria (8.7 %), provenientes
principalmente de liquenes foliosos y fruticosos. Se identificaron géneros como
Mesorhizobium sp., Paenibacillus sp., Bacillus sp., Acinetobacter sp. y Stutzerimonas
sp. La descripcion de bacterias contribuye al conocimiento de la diversidad microbiana
gue cohabita en liquenes, determinar las probables funciones que desempefian
dentro de los liquenes queda por ser establecido.

PALABRAS CLAVE:

Asociacidn liquen-bacteria, Aislamiento bacteriano, Gen 16S rDNA, Guanajuato.
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ABSTRACT

Lichens are complex associations consisting mainly of a mycobiont and a
photobiont. Recent studies have shown the presence of bacteria associated with this
symbiosis. This study explores lichen-associated bacteria from the state of
Guanajuato, Mexico. A random sampling of 21 lichens was conducted in the
recreational area "Las Palomas”, Guanajuato. The samples were identified
morphologically and chemically. The associated bacteria were isolated from various
solid culture media, characterized by Gram staining, and identified with 16S rDNA
gene sequencing, comparing the sequences with public genetic databases. A total of
11 foliose, 4 fruticose, 5 crustose, and one composite lichen were recorded and
identified as Punctelia, Parmelia, and Dendrographa genera. Of the 23 bacterial
strains isolated, the phylum Proteobacteria was the most abundant (52.2 %), followed
by Firmicutes (39.1 %) and Actinobacteria (8.7 %), from foliose and fruity lichens.
Genera such as Mesorhizobium sp., Paenibacillus sp., Bacillus sp., Acinetobacter sp.,
and Stutzerimonas sp. were identified. The description of these bacteria contributes
to the knowledge of the microbial diversity that coexists in lichens; however, their
probable function within lichens remains to be established.

KEYWORDS

Lichen-bacteria association, Bacterial isolation, 16S rDNA gene, Guanajuato.

Introduccién

En México 2,722 especies de liquenes han sido registradas, lo que corresponde
aproximadamente a un 50 % del total de especies que forman parte de la
biodiversidad del pais (Herrera-Campos et al., 2014). Un liquen es un organismo
simbidtico conformado por un hongo el cual se denomina micobionte y un alga verde
y/o cianobacteria, conocido como fotobionte (Nash Ill, 2008). El micobionte pertenece
principalmente a la divisibn Ascomycota, aunque algunos pertenecen a la divisién
Basidiomycota. Los fotobiontes mas comunes son los géneros Trebouxia y
Trentepohlia (algas verdes) y Nostoc (cianobacterias); el fotobionte proporciona al
micobionte carbohidratos y otros nutrientes necesarios para su crecimiento. A cambio,
el micobionte crea una estructura que sirve de recubrimiento y proteccion para el
fotobionte y otros microorganismos presentes (Aschenbrenner et al., 2016). La forma
y aspecto del talo liquénico son determinados generalmente por el socio fangico
(Budel & Scheidegger, 2008). Existen tres morfotipos principales de talo liquénico:
costrosos (en forma de corteza, estrechamente relacionados con su sustrato), foliosos
(en forma de hojas, adheridos parcialmente a su sustrato) y fruticosos (forma de
arbustos, pueden estar o no ramificados (Oksanen, 2006). Ademas, algunos liquenes
se encuentran entre los tres tipos anteriores (Zhao et al., 2021).

Los liquenes cumplen diversas funciones en diversos &mbitos. Por ejemplo, actian
como organismos pioneros en la sucesion primaria de comunidades ecologicas
(Gilbert, 1990). Sirven para datar de manera sencilla y econémica la edad superficial
de las rocas en las que crecen los liguenes (Rosenwinkel et al., 2015). Contribuyen a
prevenir la desertificacion y restauracion de tierras desertificadas mediante la
formacion de costras biolégicas (Oksanen, 2006). Tienen la capacidad de
descomponer algunos contaminantes como resinas sintéticas de poliéster (Cappitelli
& Sorlini, 2008). Ademas, los liquenes son considerados muy buenos bioindicadores
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debido a que su diversidad y cantidad se reduce al aumentar la actividad industrial y
la contaminacién urbana (Antolin et al., 2021). Por lo tanto, se puede evaluar el
impacto del cambio climatico y el estado de contaminacion del aire utilizando liquenes
como bioindicadores ambientales (Mikhaylov, 2020). Diversas sociedades han
utilizado ciertos liquenes como alimento destacando especialmente su gran contenido
proteico (Zhao et al., 2021). Los liquenes han sido valorados en la medicina tradicional
por su produccién de una diversa gama de metabolitos secundarios con actividades
antibidticas (lllana-Esteban, 2012; Zufiiga-Gonzalez et al., 2021). Sin embargo, su
crecimiento lento y las dificultades para aislar los simbiontes han limitado el
aprovechamiento de estos compuestos con fines farmacéuticos (Shishido et al.,
2021).

En asociacion con los liguenes también se pueden encontrar levaduras y diversos
géneros de bacterias no fotosintéticas (Swamy & Gayathri, 2021). De estas Ultimas
se ha determinado que las proteobacterias, actinobacterias y acidobacterias son los
fila mas comunmente encontrados (Martinez-Vargas & Pérez-y-Terrén, 2020; Sierra
et al., 2020; Swamy & Gayathri, 2021). Las bacterias no fotosintéticas albergan en los
liquenes formando biopeliculas en partes especificas del talo de manera interna
(endoliquénicas) o en la superficie (ectoliquénicas; Grube et al., 2009; Grube & Berg,
2009). Hasta el momento, no se conocen con precision las razones detras de las
variaciones en la abundancia, composicion y organizacion espacial de las
comunidades microbianas asociadas a liguenes. Sin embargo, estas variaciones
podrian atribuirse a factores como la especie de liquen, la parte del talo analizada, el
tipo de sustrato (roca, arbol, suelo) y, en menor medida, la exposicién a la radiacion
solar (Cardinale et al., 2011; Pankratov, 2018). En trabajos recientes, Martinez-
Vargas & Pérez-y-Terrén (2020) investigaron la diversidad de bacterias no
fotosintéticas asociadas a diversas especies de Lobaria pulmonaria, Lichina spp.,
Rocella fuciformes, Collema auriforme, Peltigera spp., Xhantoria aureola, Usnea spp.,
Ramalina sp., Cora sp., Hypotrachyna sp., Cladonia sp., Stereocaulon sp. y Sticta sp.
En esta recopilacién encontraron gue los fila bacterianos mas predominantes en
liquenes son: Proteobacteria, Actinobacteria, Firmicutes, Bacteroidetes,
Verrucomicrobia, Chloroflexi, Acidobacteria y Thermus.

El papel de las bacterias en la simbiosis liquénica ain no es claro, sin embargo,
estos microorganismos pueden contribuir al complejo simbiético en la provision de
nutrientes (como nitrogeno, fésforo y azufre), la resistencia contra factores de estrés
bidtico y abidtico, el suministro de vitamina B12 y hormonas, desintoxicacion de
metabolitos y la degradacion de las partes mas antiguas del talo del liquen (Grube et
al., 2015). Guanajuato cuenta con areas naturales protegidas que ofrecen un habitat
ideal para una variedad de especies de liquenes. Al tomar muestras de estos liquenes
y seguir un protocolo de aislamiento de bacterias asociadas, asi como su posterior
andlisis morfologico y molecular, es posible identificar distintos filos bacterianos. Por
lo tanto, el objetivo de esta investigacion fue aislar e identificar molecularmente las
bacterias de diferentes géneros asociadas a liquenes en el estado de Guanajuato.
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Material y Métodos

Recoleccion de muestras de liquenes

Se seleccionaron 21 muestras de liquenes de arboles y rocas de manera arbitraria
en un area de aproximadamente 0.2 km2 en la zona recreativa "Las Palomas", ubicada
dentro de la reserva natural "Cuenca de la Esperanza”, al norte de la ciudad de
Guanajuato. Las muestras se tomaron de la parte mas joven de los liquenes, que se
encuentra en la periferia del talo (Sanders, 2001), utilizando guantes de latex y una
navaja, esta Ultima fue desinfectada con etanol al 70 % (v/v) y papel absorbente entre
cada toma de muestra. Todas las muestras se colocaron en sobres individuales de
papel manila, en los cuales se anotd con lapiz de grafito en la parte trasera: nimero
de muestra, fecha y hora de recoleccion. Ademas, se recabaron datos como tipo de
sustrato, lugar de recoleccion y coordenadas geograficas (latitud y longitud), lo
anterior se almacend con base al nimero de muestra (YM-# liquen recolectado) y se
construy6 una imagen satelital con los puntos de colecta de los liquenes utilizando los
servicios de Google Earth (Google, 2022). Todos los sobres fueron almacenados en
una caja de cartdén con tapa, misma que fue transportada al laboratorio. Las muestras
de liquenes fueron preservadas en tubos Eppendorf estériles (un tubo por muestra)
para su posterior congelacion a 4°C hasta su procesamiento.

Identificacion de liquenes

La identificacion de liquenes se llevd a cabo mediante un enfoque integral que
combind la descripcibn macroscopica con pruebas quimicas especificas. Se
emplearon reactivos como el hipoclorito de sodio (NaCIO) al 5 % (v/v), hidroxido de
potasio (KOH) al 10 % (p/v), asi como sus combinaciones y lugol. Para ello, se
seccionaron las muestras de liquen en tres partes, las cuales fueron dispuestas en
una placa de porcelana horadada. Posteriormente, se aplicaron los reactivos
guimicos correspondientes, permitiendo observar bajo el microscopio tanto el cambio
de coloracion como la respuesta morfolégica ante dichos reactivos. Se prestaron
especial atencién a la visualizacién de la morfologia del talo, las estructuras
reproductivas y los propagulos. Finalmente, utilizando una guia dicotémica de Brodo
(2016) se determiné el género de los liquenes muestreados.

Protocolo y condiciones de aislamiento de bacterias asociadas alos liquenes
Lavado y macerado de liquenes

Se sigui6 el protocolo inicial para el aislamiento de bacterias asociadas a liquenes
descrito por Biosca et al. (2016). Cada muestra de liquen (0.5 g) se desinfecto
afadiendo 1 mL de etanol al 70 % (v/v) y agitdndola suavemente durante 30
segundos. El etanol se eliminé y la muestra se enjuago tres veces con 1 mL de agua
destilada estéril, agitando el tubo delicadamente 15 veces consecutivas en cada
enjuague antes de desechar el liquido. Posteriormente, se afiadieron 500 pL de
solucion salina NaCl al 0.9 % (p/v), y la muestra se maceré y homogeneiz6 durante 3
minutos utilizando una varilla de vidrio estéril.
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Aislamiento de bacterias

En condiciones asépticas, se realizaron disoluciones seriadas; de la solucién stock
se tomaron 100 pL y se afiadieron a un tubo que contenia 900 pL de agua destilada
estéril, hasta la dilucién 103. Se sembraron 100 pL de esta Ultima dilucién con ayuda
de una espétula de Drigalsky estéril a cajas Petri con distintos medios de cultivo y 25
UL de terbinafina 1 % (v/v): agar nutritivo; agar NK (por litro de agua contiene 15 g de
sacarosa, 5 g de peptona, 3 g de extracto de carne, 1 g de extracto de levadura, 15 g
de agar y un pH de 7.0; Huang et al., 2009), y agar TWYE (por litro de agua de grifo
contiene 0.25 g de extracto de levadura, 0.5 g de K;HPO4, 18 g de agar y un pH de
7.2; Huang et al., 2012). Las siembras se realizaron por duplicado y como controles
negativos para cada medio se inocularon 100 pL de una solucién que contenia 100
puL de NaCl 0.9 % (p/v) y 900 pL de agua destilada. Todos los cultivos fueron
incubados a 28°C por 1-7 dias. Una vez que se obtuvieron cultivos axénicos, las
colonias fueron descritas por su morfologia analizando su tamafo, color, forma
general, borde y elevacién, y una vez que el crecimiento fue constante se realizé la
descripcion microscépica a través de tincion Gram. Los aislados obtenidos de
cultivaron en agar TSA (por litro de agua contiene 5 g de cloruro de sodio, 2.5 g de
dextrosa, 2.5 g de fosfato dipotasico, 17 g de peptona de caseina, 3 g de peptona de
soya y 15 g de agar).

Caracterizacion molecular de bacterias aisladas
Extraccion de DNA bacteriano

Los cultivos axénicos bacterianos se inocularon en tubos Falcon que contenian 15
mL de caldo nutritivo y se incubaron en agitacion (110 rpm) a 28°C por 1-7 dias. Cada
tubo que contenia su cultivo liquido bacteriano fue mezclado utilizando un agitador
vortex, después, se inoculé 1 mL de cultivo bacteriano a un tubo Eppendorf de 1.5
mL, posteriormente se centrifugd a 5000 rpm durante 1 min a temperatura ambiente.
Se descart6 el sobrenadante y se resuspendio el pellet en 100 uL de tamp6n de lisis
STES (0.2 M Tris-Cl pH 7.6, 0.5 M NaCl, 0.1 % (p/v) SDS y 10 mM EDTA pH 8.0) y
120 pL de fenol-cloroformo-alcohol Isoamilico (25:24:1), se mezclé en vortex durante
30 s y se centrifugé a 13,000 rpm durante 5 min a temperatura ambiente, el
sobrenadante se recuperé en un tubo nuevo estéril. EI DNA se precipitd empleando
100 pyL de etanol absoluto y se conservé en bafio de hielo durante 15 min,
posteriormente se centrifugd a 13,000 rpm durante 10 min a 4°C, se elimin6 el
sobrenadante por aspiracion y se lavo el pellet con 200 uL de etanol al 70 % (v/v), se
centrifugé a 13,000 rpm por 1 min a temperatura ambiente, se retird el sobrenadante
por aspiracion y se dej6 secar el precipitado durante 15 min. EI DNA fue rehidratado
con 40 uL de buffer TE (1X) y almacenado en congelador a 4°C. Para determinar la
integridad del DNA se realiz6 electroforesis en gel de agarosa 0.5 % (p/v) en TBE
0.05X.

Amplificacion y secuenciacion del gen 16S rDNA

Se amplific6 el gen 16S rDNA a partir de PCR (reaccion en cadena de la
polimerasa) utilizando los oligonucleétidos 27F (5' AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 3)
y 1492R (5' TACGGYTACCTTGTTACGACTT 3'). A cada tubo de PCR se le
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afiadieron 25 L de la mezcla maestra PCR MM 2X (Thermo Fisher Scientific™), 2
UL de oligo directo (27F), 2 pL de oligo reverso (1492R), 20 pL de H>O bidestilada y
1 uL de DNA bacteriano. Se utilizé un termociclador marca Techne™ para la
amplificacién, la cual se llevd a cabo en 30 ciclos con las siguientes condiciones: 95°C
por 30 s, 45°C por 46 s,y 72°C por 2 min. Se utilizaron 5 pL de producto de PCR para
verificar el tamafio del producto mediante electroforesis en gel de agarosa 0.5 % (p/v)
en TBE 0.05X.

Identificacién molecular de las secuencias

Utilizando la base de datos NCBI (National Center for Biotechnology Information)
se realizaron andlisis tipo BLASTn (Zhang et al., 2000) para cada uno de los productos
de amplificacion del gen 16S rDNA secuenciados, y se identificaron las bacterias a
nivel género y/o especie (cuando la calidad de la secuencia lo permitié), tomando en
cuenta la calificacion total, el porcentaje de cobertura, E-value, porcentaje de
identidad y tamafio de secuencia.

Reconstruccion filogenética de las bacterias aisladas.

Se realiz6 un alineamiento multiple de las secuencias 16S rDNA de los mejores
candidatos BLAST y las secuencias de referencia utilizando el programa BioEdit (Hall,
1999) vy el algoritmo ClustalW (Thompson et al., 1994). El modelo de sustitucion se
obtuvo al analizar el alineamiento en el programa MEGA 11 (Tamura et al., 2021).
Posteriormente, se realizd la reconstruccion filogenética utilizando el método de
Méaxima Verosimilitud, la validacién estadistica se realiz6 a partir del método Bootstrap
con 1000 réplicas.

Resultados y Discusion

En el area recreativa “Las Palomas”, Guanajuato habitan liquenes que
exhiben distintas morfologias

Se recolectaron un total de 21 liquenes en el area recreativa "Las Palomas",
localizada a 5 km al norte de la ciudad de Guanajuato. En la Figura 1 se observan los
puntos de colecta de los liguenes y las coordenadas geogréficas. Se identificaron 11
liqguenes foliosos, 4 fruticosos, 5 costrosos y 1 compuesto (Figura 2). La mayoria de
los liguenes muestreados fueron foliosos. Esto no necesariamente indica una mayor
prevalencia de liquenes foliosos en la zona, pero sugiere que su estructura aplanada
y a menudo de gran tamafio los hace més visibles y faciles de localizar. Ademas,
todos estos liquenes se encontraban en sustratos de facil acceso (principalmente
troncos). En cambio, liquenes fruticosos como Teloschistes, aunque presentan
colores llamativos y una estructura arbustiva, se encontraban en su mayoria en ramas
de arboles de dificil acceso, de igual manera para liquenes costrosos como Lepraria
y Caloplaca.
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Codigo Latitud Longitud
de liquen

YM1 21.064403 -101.23848

YM2 21.064362  -101.223475
YM3 21.064362  -101.223478
YM4 21.064362  -101.223478
YM5 21.064331  -101.223430
YMé 21.064344  -101.223430
YM7 21.064344  -101.223430
YM8 21.064298  -101.223381
YM9 21.064436  -101.223349
YM10 21.064298  -101.223381
YM11 21.064336  -101.223341
YM12 21.064336  -101.223341
YM13 21.064336  -101.223441
YM14  21.064387  -101.223259
YM15 21.064387  -101.223254
YM16 21.064153  -101.222888
YM17 21.064153  -101.222888
YM18 21.065120  -101.222412
YM19 21.065036  -101.222321
YM20 21.065036  -101.222321
YM21 21.065130  -101.219469

Figura 1. Ubicacion geogréfica de los liquenes colectados dentro del area

recreativa “Las Palomas”

A cada uno de los liquenes muestreados se les tomé una fotografia en su
respectivo sustrato (Figura 2) de donde se extrajo cuidadosamente una muestra de la
periferia del talo liquénico. La mayoria de los liquenes se encontraban principalmente

cortezas de arboles situados en la zona y suelo rocoso.

Figura 2 (Parte 1). Liquenes colectados: A) YM1 (folioso) - Punctelia sp.; B) YM2
(folioso) - Phaeophyscia hispidula; C) YM3 (folioso) - Parmelia sp.; D) YM4 (compuesto)
- Cladonia carneola; E) YM5 (folioso) - Hypotrachyna sp.; F) YM6 (folioso) - Heterodermia
sp.
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Figura 2. Liquenes colectados (Parte 2): G) YM7 (fruticoso) - Dendrographa
alectoroides; H) YM8 (costroso) - Pertusaria pseudocorallina; I) YM9 (folioso) - Punctelia
sp.; J) YM10 (fruticoso) - Usnea glabrescens; K) YM11 (costroso) - Leprariasp.; L) YM12
(folioso) - Punctelia sp.; M) YM13 (folioso) - Physcia sp.; N) YM14 (costroso) -
Ochrolechia sp.; O) YM15 (folioso) — Parmelia sp.; P) YM16 (fruticoso) - Teloschistes sp.;
Q) YML17 (fruticoso) - Teloschistes sp.; R) YM18 (costroso) - Caloplaca sp.; S) YM19
(costroso) - Lepraria neglecta; T) YM20 (folioso) — Punctelia sp.; V) YM21 (folioso) -
Parmelia sp.
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Diversidad bacteriana asociada a liquenes.

En la Figura 3 y Tabla 1 se presentan ejemplos de aislados bacterianos obtenidos
de los liguenes C. carneola, Caloplaca y Parmelia. Antes de describir
morfolégicamente cada una de las bacterias aisladas, se contabilizé un total de 51
aislados bacterianos provenientes del conjunto de liquenes procesados. Cabe
destacar que liquenes como Caloplaca presentaron solo un aislado bacteriano.

Figura 3. Ejemplos de bacterias aisladas en este trabajo. A) YM4_2; B) YM18_1, C) YM21_2 from Cladonia
carneola, Caloplaca sp. y Parmelia sp, respectivamente.

Tabla 1. Morfologia colonial de algunas bacterias aisladas de liquenes.

Caracteristica /Feature YM4 2 YM18 1 YM21 2
Tamafo/Size (mm) 1.8 2.0 5.0

Color Blanca Beige Amarillo
Forma/Shape Circular Circular Circular
Elevacion/Elevation Plana Convexa Plana
Gram Positivo Negativo Negative

La mayoria de los liquenes analizados en el area recreativa “Las Palomas”,
Guanajuato cohabitan con bacterias, encontramos fila bacterianos
Proteobacteria, Firmicutes y Actinobacteria

Se obtuvieron 23 cepas bacterianas provenientes de 21 muestras de liguenes
colectadas en el area recreativa “Las Palomas”, de las cuales 52.2 % corresponden
al filo Proteobacteria, 39.1 % a Firmicutes y 8.7 % a Actinobacteria (Figura 4). En total,
9 muestras de liquenes presentaron un solo aislado bacteriano (Tabla 2).
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Figure 4. Proportion de bacterias de acuerdo con el filo bacteriano. Proteobacteria (
M), Firmicutes (), y Actinobacteria @) en liquenes foliosos, fruticosos y costrosos y
uno compuesto.

En este estudio se identificaron los géneros: Mesorhizobium, Stutzerimonas,
Enterobacter, Agrobacterium, Klebsiella, Bacillus, Arthrobacter, Paenibacillus,
Acinetobacter, Caulobacter, y Staphylococcus (Figura 5). A nivel cultivo no hay un
patrén bacteriano relacionado con las distintas especies de liguenes muestreados, lo
gue sugiere que no existe una asociacion requerida y/o especifica entre los liquenes
y estas bacterias encontradas (Liba et al., 2006).

FEEIEEIIE IS HEEEEIEE S
FEEIEEIIE IS HEEEEIEE S
4 FEEEEEI IS I

Cantidad de bacterias aisladas
w

Punctelia Parmelia Dendrographa
Geénero de liquen

Figura 5. Géneros bacterianos aislados de liquenes. Los géneros bacterianos
encontrados son: Mesorhizobium (), Bacillus (), Paenibacillus (), Stutzerimonas (
=), Enterobacter (i), Agrobacterium (=) y Klebsiella ('1)
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En la Tabla 2 se presentan las 23 bacterias identificadas a partir de analisis
bioinformaticos utilizando la base de datos de NCBI (Zhang et al., 2000). Todas las
secuencias mostraron un E-value de 0 y un porcentaje de cobertura del 100 %.
Ademas, la mayoria de ellas tuvieron un porcentaje de identidad superior al 99 %. A
partir de esta identificacion, se realizd6 un analisis filogenético que agrup6 a las
bacterias en los tres distintos filos encontrados: Proteobacteria, Actinobacteria y
Firmicutes (Figura 6).

Tabla 2. Identificacién molecular de bacterias provenientes de los liquenes

estudiados.
Liquenes ngllgo % ID NCBI Tamario Nombre de la
identificados bacteria Identidad (nt) bacteria
(YM1) Punctelia sp YM1_1 98.19% NR_114122.1 1410 Mesorhizobium
' — ' — ' amorphae
(YM2) Phaeophyscia YM2_ 2 98.64% NR_114122.1 1410 Mesorhizobium
hispidula amorphae
(YM3) Parmelia sp. YM3_2 99.71% NR_114919.1 1503 Bacillus sp.
(YM5) Hypotrachyna YM5_1 99.69% NR_112192.1 1976 Arthrobacter
sp. globiformis
(;:"'6) Heterodermia YM6_1 99.13% NR_181874.1 1424 Curtobacterium allii
(YM13) Physcia sp. YM13_ 1 98.23% NR_180213.1 1552 Bacillus clarus
(YM15) Parmelia sp. YM15_ 1 98.92% NR_157736.1 1509 Bacillus tropicus
(YM20) Punctelia sp. YM20_2 100% NR_118798.1 1456 Stutzerimonas stutzeri
(YM20) Punctelia sp. YM20_4 99.75% NR_118568.1 1369 Enterobacter cloacae
(YM20) Punctelia sp. YM20_5 99.92% NR_157731.1 1509 Bacillus mobilis
(YM20) Punctelia sp. YM20_6 99.83% NR_116306.1 1448 Agrobacterium
tumefaciens
(YM20) Punctelia sp. YM20_8 99.69% NR_112010.1 1540 Klebsiella oxytoca
(YM21) Parmelia sp. YM21 1 99.92% NR_180640.1 1540 Klebsiella pasteurii
(YM21) Parmelia sp. YM21_2 99.84% NR_118798.1 1456 Stutzerimonas stutzeri
(YM21) Parmelia sp. YM21_5 100% NR_116306.1 1448 Agrobacterium
tumefaciens
(YM21) Parmelia sp. YM21_7 99.92% NR_118568.1 1369 Enterobacter
cloacae
(YM7) Dendrographa YM7_1 99.92% NR_042189.1 1505 Paenibacillus cineri

alectoroides
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(YM7) Dendrographa

Alectoromes YM7_2 100% NR_113265.1 1455 Bacillus subtilis
(;(F'Jv'ls) Teloschistes YM16_1 98.23% NR_157736.1 1509 Bacillus tropicus
(:S'\gi)dzfggﬁ ': YM8_1 100% NR_113346.1 1460 Acinetobacter Iwoffii
(YM14) Ochrolechia YM14 1 95.94% NR_114435.1 1419 Staphylococ_:cus
sp. pasteuri
(YM18) Caloplaca sp. YM18_1 97.52% NR_041964.1 1432 Caulobacter mirabilis
(YM4) Cladonia YM4_1 99.92% NR_043242.1 1434 Bacillus pumilus

carneola

Todas las secuencias mostraron un E-value de 0, corresponde a la significancia estadistica de la similitud entre dos secuencias.
También, en todas las secuencias se observa un porcentaje de cobertura de 100 %, que representa la proporcion de la longitud del
query que se alinea con la secuencia candidata. El porcentaje de identidad corresponde a la similitud entre el query y la secuencia

candidata en la base de datos.
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Figura 6. Anadlisis filogenético de secuencias de 16S rDNA realizado con el método
de Maxima Verosimilitud y el modelo de sustitucién 3 pardmetros de Tamura (Tamura,

1992). Se muestra el arbol con la probabil

idad logaritmica més alta (-9599,28). Se utilizé

unadistribucion Gamma discreta para modelar las diferencias de tasas evolutivas entre
sitios (5 categorias (+G, parametro = 0,7258)). Este analisis involucré 51 secuencias de
nucleétido con un total de 1271 posiciones en el conjunto de datos final. Los OTUS

correspondientes alos aislados bacterian

os contienen su codigo correspondiente (YM).
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En total, se aislaron 10 colonias bacterianas del género Bacillus, correspondientes
a 6 especies segun la Tabla 2. Este género fue el Unico que se encontrg tanto en
liguenes fruticosos como en foliosos, y uno compuesto, siendo el Unico compartido
entre liquenes morfolégicamente distintos (Figura 7).

FOLIOSOS

Mesorhizobium

Arthrobacter ~ Stutzerimonas

Curtobacterium Klebsiella
Agrobacterium Enterobacter
Bacillus
Acinetobacter
Staphylococcus
Paenibacillus i
Caulobacter
FRUTICOSOS COSTROSOS

Figura 7. Diversidad de géneros bacterianos encontrados en liguenes foliosos,
fruticosos y costrosos

De liguenes como Parmelia y Punctelia se obtuvieron bacterias pertenecientes al
phylum Proteobacteria, estos datos coinciden con reportes previos (Grube et al.,
2015; Swamy & Gayathri, 2021). En general, los dos fila bacterianos mas abundantes
contemplando las tres morfologias de liguenes fueron Proteobacteria y Firmicutes
(Figura 3), ésto concuerda con el analisis que realizé Grube et al. (2009), en donde
se identificaron cepas cultivables provenientes de liquenes (foliosos, fruticosos y
costrosos), y se determinaron géneros que coinciden con los encontrados en esta
investigacion como Acinetobacter, Bacillus y Paenibacillus. Para los cuales, se ha
comprobado, a partir de andlisis de cultivos, la capacidad de fijacién de nitrégeno
atmosférico en distintas especies (Grube et al., 2009), sin embargo, esta
caracteristica aun no se verifica en las cepas aisladas en este trabajo, ni tampoco si
el nitrégeno fijado podria ser empleado por el micobionte.

Se ha determinado que una contribucion funcional de Paenibacillus en la simbiosis
liquénica es la defensa contra patégenos; esta y otras bacterias que forman parte del
microbioma del liquen se adaptan de tal forma que pueden soportar ciclos peridédicos
de desecacion/rehidratacion con posteriores eventos de oxidacion, es decir, poseen
mecanismos para sobrevivir a condiciones de estrés que el mismo liquen genera a
manera de proteccion (Cernava et al., 2017).

De los liquenes foliosos como Punctelia y Phaeophyscia se aislaron bacterias
pertenecientes al género Mesorhizobium (Tabla 2), las cuales son bacterias fijadoras
de nitrogeno (BFN) que pueden establecer simbiosis con diversos géneros de arboles
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y plantas (Helene et al., 2019), sin embargo, se desconoce si esta capacidad se
presenta al entrar en contacto con liquenes. El gen nifH que codifica a la dinitrogenasa
reductasa (Hodkinson & Lutzoni, 2009) ha sido encontrado en Mesorhizobium spp.
(Zhang et al., 2020), con ello se podria determinar para las cepas de este género
aisladas de estos liquenes foliosos la capacidad de fijacion de nitr6geno a partir de la
amplificacion y evaluacion del nivel de expresion de dicho gen.

No se lograron obtener aislados bacterianos de algunos liquenes (YM9-12, YM17
y YM19; Figura 2). Esto no implica necesariamente la ausencia de bacterias
simbidticas en los talos liquénicos, sino que podria deberse a una manipulaciéon
deficiente, especialmente durante la maceracion, etapa crucial para obtener una
mayor diversidad bacteriana presente en los talos liquénicos. Ademas, dado que
estos estudios dependieron del cultivo, los andlisis genéticos se realizaron en colonias
con morfologias diferentes. Sin embargo, es posible que se hayan descartado cepas
morfol6égicamente similares, pero genéticamente distintas (Cardinale et al., 2006), lo
cual podria explicar por qué algunos liquenes (Tabla 2) presentaron solamente un
aislado bacteriano.

Del liquen Caloplaca sp. se aislé la bacteria Caulobacter sp. (Tabla 2), muchas
especies de este género bacteriano se encuentran en diversos ambientes, como
minas de oro, agua (rios, estanques, pozos, etc.) y suelo (Poindexter, 1962; Curtis &
Brun, 2010). Asi mismo, Caulobacter sp. se ha identificado en muestras de suelo por
debajo de liquenes (Navarro-Noya et al., 2013), lo que podria indicar que ciertas
bacterias que existen en su habitat natural podrian hospedarse en los liqguenes que
subyacen su entorno, formandose de este modo una simbiosis bacteria-liquen, que
segun Grube et al. (2009), si las bacterias se mantienen en diferentes situaciones
ecoldgicas, podrian a largo plazo contribuir a la adaptacién ecolégica del liquen.

Del phylum Actinobacteria se aislaron solamente bacterias como Curtobacterium y
Arthrobacter, las cuales se han descrito principalmente en suelos y en asociacion con
plantas (Jones & Keddie, 2006; Chase et al., 2016). En estudios anteriores, se han
encontrado estos géneros bacterianos asociados con liquenes (Cardinale et al., 2006;
Selbmann et al., 2010), su interés es relevante, debido a que los actinomicetos
producen el 40 % de los antibiéticos y el 38 % de los metabolitos bioactivos, y debido
a la creciente resistencia a los antibiéticos, se ha intensificado la busqueda de nuevos
taxones productores de nuevos compuestos bioactivos, con ello, los liquenes
representan un nicho importante en donde albergan Actinobacterias con potencial
biotecnoldgico (Liu et al., 2017).

En el estudio de Kim et al. (2019) se determindé que cepas de Bacillus spp.
provenientes de liquenes son capaces de producir agentes antimicrobianos contra
bacterias como Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter cloacae y Staphylococcus
aureus. Lo anterior, podria sugerir que, las cepas de Bacillus obtenidas en esta
investigacion podrian tener capacidad antimicrobiana contra diversos patégenos, de
ser asi, se podria experimentalmente comprobar este hecho, ademas de la posible
resistencia antibiética de las bacterias en contacto con Bacillus sp. provenientes de
ciertos liquenes.
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Ademas, en este trabajo, se aisldé Stutzerimonas stutzeri de los liquenes Punctelia
y Parmelia (Figuras 5 y 6). Recientemente, se propuso el género Stutzerimonas
dentro de la familia Pseudomonadaceae que incluye cepas que anteriormente
correspondian al grupo filogenético Pseudomonas stutzeri (Lalucat et al., 2022), esta
bacteria ha sido aislada de liquenes foliosos privados de cianobacterias y se ha
demostrado su capacidad de fijar nitrégeno, ademas se encontré que P. stutzeri y
Acinetobacter sp. liberan ciertos aminoacidos al ambiente, y dado que estas bacterias
estan en contacto con los liguenes, pueden contribuir a su nutricién
proporcionandoles directamente estas moléculas (Liba et al., 2006). También, las
cepas de Stutzerimonas aisladas podrian tener la capacidad de ser utilizadas para la
biorremediacién de cuerpos de agua contaminados con selenio, debido a que, se ha
reportado que S. sutzeri NT-I es capaz de reducir selenato y selenito en selenio
elemental y especies de selenio volatil, lo cual es conveniente para el tratamiento de
aguas residuales contaminados con estos componentes toxicos (Kuroda et al., 2022).

Conclusiones

Los liguenes son asociaciones compuestas por un socio faingico y un alga y/o
cianobacteria. Este estudio aporta informacion de la presencia de bacterias de
diversos géneros asociados a liquenes con morfologia foliosa, fruticosa, costrosa y
uno compuesto (Cladonia), muestreados en una zona natural protegida del estado de
Guanajuato. Se aislaron mayormente bacterias pertenecientes al filo Proteobacteria.
Las bacterias encontradas no se comparten entre las diferentes formas de crecimiento
que exhiben los liquenes (a excepciéon del género Bacillus), sin embargo, como no se
puede afirmar que los géneros bacterianos encontrados en los distintos liquenes
estudiados son los Unicos que forman parte de los microbiomas de estos liquenes, se
estima que podria habitar una diversidad bacteriana ain méas grande que la
determinada en esta investigacion, con lo cual, se propone realizar mas estudios
dependientes e independientes de cultivo sobre determinacion de bacterias
asociadas a diversos liguenes en Guanajuato, y determinar las funciones que realizan
las bacterias identificadas que podrian estar asociadas al mantenimiento de la
simbiosis, evitar la pérdida de humedad, proteger a las fracciones liquénicas, entre
otras. Otro aspecto de interés a evaluar seria determinar si las bacterias identificadas
en este trabajo pueden sintetizar metabolitos de interés biotecnoldgico. Estos
hallazgos no solo enriquecen nuestra comprension de las asociaciones simbi6ticas
en los liquenes, sino que también plantean interrogantes sobre las posibles funciones
que desempefian estas bacterias en este ecosistema particular. Sin duda, este
estudio sienta las bases para futuras investigaciones que exploraran méas a fondo el
papel y la importancia de estas bacterias en los liquenes de Guanajuato.
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