T .y

FACULTAD DE CIENCIAS
UNIVERSIDAD DE CHILE

“EVALUACION DEL EFECTO DE LA DIVERSIDAD DE UNA COMUNIDAD
FUNGICA EXPERIMENTAL SOBRE EL EXITO DE UN INVASOR Y DE LAS
CONSECUENCIAS DEL INVASOR SOBRE LAS ESTRUCTURAS
GENETICAS Y METABOLICAS DE LA COMUNIDAD RECEPTORA”

Tesis
entregada a la
Universidad de Chile
en cumplimiento parcial de los requisitos
para optar al grado de

MAGISTER EN CIENCIAS BIOLOGICAS
Facultad de Ciencias

Por
ENRIQUE IGNACIO ROJAS GONZALEZ

ENERO, 2016 S

Directores de Tesis:
DRA. MARGARITA CARU
DRA. JULIETA ORLANDO




FACULTAD DE CIENCIAS
UNIVERSIDAD DE CHILE
INFORME DE APROBACION
TESIS DE MAGISTER

Se informa a la Escuela de Postgrado de la Facultad de Ciencias

que la Tesis de Magister presentada por el candidato:
ENRIQUE IGNACIO ROJAS GONZALEZ

Ha sido aprobada por la comision de Evaluacion de la Tesis como
requisito para optar al grado de Magister en Ciencias Biologicas, en
el examen de Defensa de Tesis rendido el dia 28 de Enero de 2016

Directores de Tesis:

Dr. Margarita Caru
Dra. Julieta Orlando

Comision de Evaluacion de la Tesis:

Dr. Francisco Chavez

Dr. Marcelo Baeza




Dedicado a mi familia por fodo su apoyo en este largo camino

......




RESUMEN BIOGRAFICO

Mi nombre es Enrique Ignacio Rojas Gonzélez, nacido en la comuna de San
Miguel de Santiago en Marzo de 1987, aunque mi infancia la realicé en varios
lugares, siempre estuve muy apegado a mi familia que siempre me ha brindado
todo su apoyo y carifo.

Mis estudios de basica los realicé en una humilde escuela de San Miguel, para
luego realizar la ensefianza media en mi querido Liceo Manuel Barros Borgofio
de Santiago, donde no solo me formé académicamente, sino que también
adquiri nuevas experiencias y valores que me fueron formando en mi futuro.
Posteriormente ingresé a estudiar Licenciatura en Biologia en la Universidad de
Chile el afio 20086, para luego cambiarme a estudiar Ingenieria en Biotecnologia
molecular en el afio 2009. En el duro camino universitario me forme en el area
de las ciencias donde aprendi de los mejores maestros, y donde también pude
conocer a grandes amigos con los que aun paso muy buenos momentos.

Mi tesis de pregrado y la presente tesis de Magister las desarrollé en el
laboratorio de Ecologia Microbiana, donde siempre conté con el apoyo de mis
tutoras Margarita Caru y Julieta Orlando, y en el que pude desarrollarme en mi
area de interés que era la microbiologia y donde también tuve la oportunidad de

conocer y compartir con grandes personas.




AGRADECIMIENTOS

| os agradecimientos van dedicados a todas las personas que de alguna u otra
forma fueron parte de este proceso, que comenzd desde mis primeros anos en
la educacidn basica hasta este momento en el que termino mi postgrado.
Quiero comenzar agradeciendo a mi familia por ser mi principal soporte,
apoyandome siempre en los momentos mas dificiles. Sin ellos nunca hubiera
llegado hasta este punto. También quiero agradecer a la “profe” Margarita Cart
por abrirme las puertas de su laboratorio para realizar mi tesis de pregrado y de
magister, y por la confianza que me entregd para mi desarrollo académico.
Ademas agradezco mucho a Julieta por todo el tiempo que dedicé con el
desarrollo de mi tesis, apoyandome en todo momento cuando mas lo
necesitaba. También le doy gracias a todos los integrantes del |aboratorio de
Ecologia Microbiana con los que comparti muy lindos cuatro afios, partiendo por
la Juanita que siempre me ayudd en todo, y a mis actuales y antiguos
comparieros con los que pasé muy buenos momentos y que siempre estuvieron

dispuestos a ayudarme, y a los que siempre los recordare en mi nuevo camino.

Esta tesis de Magister fue realizada gracias al financiamiento del proyecto

FONDECYT 1120508.




iNDICE DE CONTENIDOS

. INDICE DE FIGURAS vi
LISTA DE ABREVIATURAS . vii
RESUMEN viii
ABSTRACT X
1. INTRODUCCION 1

1.1. Invasiones biolGgicas 1
1.2. Invasiones microbianas 5
1.3. Comunidades flingicas experimentales 7
1.4. Trichoderma cf. harzianum como modelo de invasor bioldgico 9
1.5. Relacion diversidad-invasibilidad en hongos 11
HIPOTESIS 14
OBJETIVO GENERAL 14
OBJETIVOS ESPECIFICOS 14
2. MATERIALES Y METODOS 15
2.1. Obtencién del hongo invasor y de los hongos de la comunidad
receptora 15
2.2. Disefio de ensayo de microcosmos 16
2.3. Inoculacion del invasor " 17
2.4. Muestreo de los microcosmos 18
2.5, Extracciéon de DNA de los microcosmos 18

2.6. Determinacion de la tasa de crecimiento de 7. cf, harzianum en
los microcosmos mediante gPCR 19

iv




2.7. Efecto del invasor sobre la estructura genética de las

comunidades receptoras 21

2.8. Efecto del invasor sobre la estructura metabdlica de las

comunidades receptoras 23

. RESULTADOS 26

3.1. Determinar la tasa de crecimiento del hongo invasor en

comunidades flngicas receptoras con diferentes niveles de diversidad. 26

3.2. Efecto del invasor sobre la estructura genética de las

comunidades fungicas receptoras. 27

3.3. Efecto del invasor sobre la estructura metabdiica de las

comunidades fungicas receptoras. 34

3.4. Analisis de correlacién entre la colonizacion de T. cf. harzianumy

la diversidad genética y metabdlica de las comunidades receptoras. 38

. DISCUSION 40

4.1. Invasiones microbianas 40

4.2. Comunidades fungicas experimentales como modelo de estudio

de invasiones biologicas. 42

4.3. Colonizacién del invasor en comunidades con distinta equidad 45

4. 4. Efecto del invasor sobre la estructura genética y metabolica

comunitaria 46

4.5. Relacién diversidad-invasibilidad 50

4.6. Importancia del estudio de las invasiones microbianas 52
5. CONCLUSIONES 55
6. BIBLIOGRAFIA 56
ANEXO 65




INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Colonizacién de T. cf. harzianum expresado como el Logyg del
numero de copias del marcador SCAR por nanogramo de DNA gendmico
de las comunidades a los distintos dias post invasion (dpi). 26

Figura 2. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de
amplificacion de la regidon del marcador molecular ITS utilizadas para el

DGGE. 27

Figura 3. Perfil de DGGE de comunidades invadidas y control con J=0,75.
En el panel derecho se muestran las comunidades en los tiempos 10 y 30
dpi. En el panel izquierdo se muestra la cuantificacion con el software

“ImageJ” de las bandas de los carriles marcados con flechas blancas en el

gel. 28

Figura 4. Abundancia relativa de los componentes fungicos de las
comunidades invadidas con T. cf. harzianum (C+l) y las comunidades
controles sin invasor (C) calculadas de los perfiles de DGGE. 30

Figura 5. Andlisis de componentes principales basado en los perfiles
genéticos obtenidos por DGGE de las comunidades con distintos indices
de equidad iniciales a diferentes tiempos de incubacion. 31

Figura 6. Andlisis de agrupamiento de las comunidades utilizando los
perfiles genéticos obtenidos por DGGE, basado en la distancia
Euclideana. 32

Figura 7. Heatmap basado en los perfiles metabdlicos de las
comunidades con distintos indices de equidad iniciales en los distintos
tiempos post invasion. ) 34

Figura 8. Andlisis de componentes principales basado en los perfiles
metabdlicos obtenidos con el test FF MicroPlate de las comunidades con
distintos indices de equidad iniciales a diferentes tiempos de incubacion. 35

Figura 9. Analisis de agrupamiento de las comunidades utilizando los
datos metabdlicos obtenidos con el test FF MicroPlate, basado en la
distancia Euclideana. 36

Figura 10. Anélisis de correlacién enire la colonizacion de 7. cf.

harzianum, medida por el Log del nimero de copias del marcador SCAR y

los indices de equidad J obtenidos en el DGGE (panel izquierdo) y en el

test metabdlico FF MicroPlate (panel derecho). 38




LISTA DE ABREVIATURAS

ANOVA: Analysis of variance (analisis de la varianza)

Ct: threshold Cycle (Ciclo umbral)

DGGE: Denaturing Gradient Gel Elecirophoresis (electroforesis en gel con
gradiente desnaturalizante)}

DNA: DeoxyriboNucleic Acid (acido desoxirribonucleico)

dNTP: Deoxyrobonucieotide triphosphate (desoxirribonucledtido trifosfato)

Dpi: Dias post invasion

GC: Nucledtidos guanina y citosina

gDNA: DNA genémico

indice H: Indice de diversidad de Shannon-Weaver

indice J: Indice de equidad de Pielou

ITS: Internal Transcribed Spacer (espaciador transcrito interno)

pb: Pares de bases

PCA: Principal component analysis (andlisis de componentes principales)
gPCR: Quantitative Polymerase Chain Reaction (reaccién en cadena de la
polimerasa cuantitativa)

SCAR: Sequence Characterized Amplified Region (regiones amplificadas

caracterizadas y secuenciadas)

vii



RESUMEN

Las invasiones biolégicas ocurren cuando una especie denominada
invasora alcanza, sobrevive y se reproduce en un habitat que esta mas alla de
su rango de distribucion natural. Las invasiones conllevan efectos negativos ya
que representan una seria amenaza para la biodiversidad local y para el
funcionamiento de los ecosistemas, aungue procesos beneficiosos tales como
el biocontral, entre ofros, también estan basados en este fendmenoc. Se han
propuesto varias hipotesis que buscan explicar los mecanismos detras de una
i—nvasién bioldgica, dentro de las cuales se tiene la propuesta por Elfon, la cual
explica que aquellos ecosistemas que poseen una mayor diversidad de
especies son menos propensos al fendmeno de la invasion, resultando asf en
una relacion negativa entre la diversidad y el éxito del invasor. En este trabajo
se propuso abordar las invasiones biolGgicas utilizando como modelo
comunidades fungicas, debido principalmente a su importancia ecologica y a los
escasos estudios relacionados con las invasiones de este fipo de
microorganismos. En particular, se puso a prueba la hipdtesis de Eiton, para lo
cual se disefiaron comunidades fungicas experimentales con cuatro indices de
equidad diferentes, de modo de modificar la diversidad inicial de las
comunidades. Las comunidades luego se invadieron con el hongo Trichoderma
cf. harzianum, el cual posee varias caracteristicas, de crecimiento vy

antagonicas, que lo hacen un buen modelo de invasor. El éxito del invasor se

determind evaluando su colonizacion en los distintos tipos de comunidades

viii




mediante gPCR usando un marcador molecular SCAR especifico para la cepa
de T. cf. harzianum utilizada. E! invasor se detectd en todos los tipos de
comunidades, mostrando una tendencia a aumentar su numero de copias en el
tiempo, aungue en general no se observd una relacion aparente enire su
colonizacion y el indice de equidad de las comunidades receptoras. Ademas se
determind el efecto del invasor sobre la estructura geneética de las comunidades
receptoras mediante DGGE, observando que en general el establecimiento del
invasor no provoca un cambio en la estructura comunitaria. Por otra parte, el
efecto del invasor sobre la estructura metabdlica de ias comunidades se evalud
mediante el test FF MicroPlate observando que las comunidades diversificaban
sus perfiles metabdlicos ante la presencia de T. cf. harzianum. Finalmente, se
realizé un analisis de correlacion entre la colonizacion del invasor, determinado
mediante la cuantificacion del nimero de copias del marcador molecular SCAR,
y la diversidad genética y metabdlica de las comunidades, obtenida a partir de
los indices de equidad calculados experimentalmente con el DGGE vy el test FF
MicroPlate, respectivamente. Se encontré una correlacion negativa entre la
colonizacién del invasor y la diversidad genética de las comunidades, y una
correlacion positiva con la diversidad metabdlica de ellas; resultados que se
condicen con [a hipétesis de Elton, siendo probablemente la competencia por
recursos el factor que expiicaria la relacién negativa entre la diversidad de la

comunidad y el éxito del invasor.
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ABSTRACT

Biological invasions occur when a species called invasive reached,
survive and reproduce in a habitat that is beyond its natural range. Invasions
involve negative effects because they represent a serious threat to local
biodiversity and the functioning of ecosystems, although beneficial processes
such as biocontrol, among others, are also based on this phenomenon. Several
hypotheses have been proposed which attempt to explain the mechanisms
behind biological invasion, among which is the one proposed by Elton, which
explains that those ecosystems that have a h;gher diversity of species are less
prone to the invasion phenomenon, resulting then in a negative relationship
between diversity and success of the invader. In this work it was proposed to
address biological invasions using as a model fungal communities, mainly due
to their ecological importance and the few studies reiatec? to the invasions of
such microorganisms. In particular, the Elton's hypothesis was tested, for which
experimental fungai communities with four different evenness indices were
designed, in order to modify the initial diversity of the communities. Then,
communities were invaded by the fungus Trichoderma cf. harzianum, which has
several characteristics, of growth and antagenism, making it a good model of
invasive species. The success of the invader was determined by assessing their

colonization in the different types of communities by gPCR using a SCAR

molecular marker specific for the used T. cf. harzianum strain. The invader was




detected in all the types of communities, showing a tendency to increase its
copy numbers over time, although generally no apparent relationship between
its colonization and the evenness index of host communitieé was observed.
Moreover, the effect of the invader on the genetic structure of host communities
was determined by DGGE, noticing that in general the establishment of the
invader does not cause a change in the community structure. On the other hand,
the effect of the invader on the metabolic structure of communities was
assessed by the FF MicroPlate assay, noting that communities diversified their
metabolic profiles in the presence of T. cf. harzianum. Finally, a correlation
analysis between the colonization of the invader, determined by quantifying the
number of copies of the SCAR molecular marker, and the metabolic and genetic
diversity of the communities, obtained from the even;less indices calculated
experimentally from the DGGE and the FF MicroPlate assay, respectively, was
performed. A negative correlation between the colonization of the invader and
the genetic diversity of the communities, and a positive correlation with the
metabolic diversity of these were found; results that are consistent with the
hypothesis of Elion, being probably the competition for resources the factor

explaining the negative relationship between diversity of the community and

success of the invader.
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1. INTRODUCCION

1.1. Invasiones bioldgicas

La invasién biologica es un fendmeno que ocurre cuando especies,
denominadas invasoras, alcanzan un nuevo territorio que estd mas alla de su
rango de distribucion natural (Richardson y col. 2000), propagandose por €,
alterando la estructura y funcionamiento de los ecosistemas receptores, y
provocando dafios ecoldgicos y tambien socioecondmicos (Mooney & Hobbs,
2000). A pesar de gue el movimiento de especies entre regiones contiguas es
una caracteristica natural de nuestro planeta, en las Gltimas décadas la tasa y la
escala de esos movimientos se han incrementado en todos los tipos de
ecosistemas debido principalmente a factores antropogénicos (Sousa y col.
2011). Las invasiones biologicas son consideradas como uno de los cambios
globales que afectan al planeta, y representan una amenaza a la biodiversidad
y al funcionamiento de los ecosistemas (Simberloff y col, 2013). Por esta razdn,
el nimero de investigaciones relacionadas a las invasiones biolégicas se ha
incrementado enormemente atrayendo gran interés cientifico (Pejchar &
Mooney 20089).

La invasién es un fendmeno estructurado en etapas que son percibidas .
como barreras o filtros ecoldgicos que los invasores deben superar, aungue el

nombre y definicibn de estas etapas varia entre los autores (Colautti &

Maclsaac 2004; Mitchell y col. 2006). En una revision de Cattford y col. 2008, se
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identificaron como consenso seis etapas: (i) el transporte, que consiste en el
movimiento de los invasores o sus propagulos al nuevo habitat; (i) la
introduccion, que consiste en la llegada del invasor o de sus propagulos al
nuevo habitat; (iii) la colonizacién, que implica la sobrevida del invasor en la
nueva area geografica; (iv) la naturalizacion, que implica la sobrevida y
reproduccion del invasor; (v) la dispersion, que le permite propagar sus
propagulos a ofras areas; y (vi) el impacto, que consiste en las consecuencias
ecologicas y socioecondmicas que conlleva el invasor. En esta misma revision,
se reconoce gue las especies no nativas logran una invasion exitosa cuando
éstas tienen la capacidad de alcanzar la etapa de dispersién. La etapa de
impacto es subjetiva y esta basada en la percepcion de los humanos, ya que se
ha encontrado que en algunos casos [as especies invasoras proveen beneficios
econdmicos (Galil 2007), y pueden proporcionar beneficios ecosistémicos
deseables de conservacion y de funcicnamiento (Schlaepfer y col. 2011).

Por otra parte, Catford y col. 2009, también reconocen [a existencia de 29
hipétesis, generadas a partir de estudios realizados con plantas y anirﬁa!es, que
fueron propuestas para explicar los mecanismos detras de una invasion
biolégica exitosa, enconirando que muchas de ellas se sobreponen o
comparten argumentos entre si, detectando un alto grado de redundancia.
Varias de las hipdtesis tienen en comun tres factores esenciales, que son la
presién de propagulos, las caracteristicas abidticas del ecosistema invadido, y
las caracteristicas bidticas tanto de las especies invasoras como de la

comunidad recipiente o receptora. El grado y la intensidad de la invasion estan




determinados por estos tres factores, aunque la influencia de cada uno no es
igual y con frecuencia estan mediados por la intervencion de los seres humanos
(Wilson y col. 2007).

La presion de propagulos es una medida que ‘estima el nimero de
individuos no nativos liberados en una region, tomando en cuenta tanto el
nimero total de individuos liberados en cada invasion (tamafio del propaguio),
como el numero de eventos de liberacion (numero de propagulos) (Lockwood y
col. 2005). Al incrementarse cualquiera de estos componentes se aumenta la
presién de propagulos, y a la vez el éxito de la invasion, ya que se aumenta la
variabilidad genética de la poblacidn invasora y asi las probabilidades de
sobrevida y adaptacion a las condiciones del nuevo ambiente (Lockwood y col.
2005). Los factores abitticos se relacionan con las caracteristicas del ambiente
al que se enfrenta el invasor. Dentro de los mas importantes se encuentra la
disponibilidad de recursos, y varias hipdtesis atribuyen el éxito de la invasion a
este factor (Davis-y col. 2000). Al existir una mayor disponibilidad de recursos,
aumenta |la probabilidad de éxito de [a invasidn. A la vez, esa disponibilidad esta
directamente relacionada con eventos de perturbacién, ya sea de origen
antropogénico o natural (Sher & Hyatt 1999), debido a que los invasores, al
igual que el resto de especies, requieren de espacios para obtener sus
recursos. Asi, cualquier fenémeno que genere un aumento en la disponibilidad
de espacios, como las perturbaciones, generara una aumento en los recursos

disponibles, reduciendo la competencia enire especies nativas e invasoras y



permitiendo asi una mayor probabilidad de éxito en |a invasion (Hood & Naiman
2000).

Entre los facfores bidticos destacan las caracteristicas propias del
invasor, también conocido como invasividad, y las caracteristicas de Ia
comunidad receptora, también denominado como invasibilidad (Alpert y col.
2000). El éxito de muchos invasores se ha relacionado con la invasibilidad de
los ecosistemas receptores, lo cual esta dado por su vulnerabilidad o
susceptibilidad a la invasidn, gue son resultado de propiedades intrinsecas de
las comunidades receptoras (Bonanomi y col. 2014).

En el contexto de la invasibilidad, una hipotesis clasica postulada por.
Elton (1958), predice que ecosistemas con mayor diversidad de especies son
menos propensos a la invasién de especies foraneas. Varios mecanismos han
sido propuestos para explicar esta relacion negativa entre la diversidad de la
comunidad receptora y su invasibilidad, entre los que destacan los propuestos
por Tilman (1999). El modelo de Tilman (1999) propone que en comunidades
mas diversas, existen menos recursos disponibles debido a que éstos son
utilizados de forma mas completa. Esto, sumade al menor ndmero de nichos
ecologicos y a la presencia de especies nativas que compiten por esos
recursos, [imita el establecimiento de los invasores, Por otra parte, las especies
invasoras poseen un nivel de recursos necesarios denominado R*, bajo el cual,
éstas no podrian sobrevivir (Tilman 1982). La disponibilidad de recursos
limitantes junto al ni\;el R* de los invasores definen un valor de diversidad

comunitaria N* sobre el cual, en promedio la especies invasoras no podrian




invadir (Tilman 1999). Adicionalmente, se ha observado la existencia de un
efecto de complementariedad de nichos, que consiste en que a mayor
diversidad, las comunidades son mas estables ya que poseen un mayor rango
de estrategias funcionales, teniendo una menor sobreposicién de nichos y por
consiguiente utilizando con mayor eficiencia una gama mas amplia de recursos,
en comparacion a comunidades menos diversas (Granado 2007; Dukes 2002).
Finalmente, también se ha visto que en comunidades mas diversas hay una
mayor probabilidad de que en ellas existan competidores superiores, los cuales
son especies dominantes en términos de utilizacion de recursos. La existencia
de estos competidores superiores conlleva a una mejor productividad en los

ecosistemas y a una menor cantidad de recursos disponibles sin consumir

(Tilman 1999).

1.2. Invasiones micrebianas

Tradicionalmente, los estudios de invasiones biolégicas se han centrado
principalmente en los componentes mas conspicuos de los ecosistemas, es
decir, en invasores animales y vegetales, pero muy pocos han abordado a las
invasiones microbianas (Van der Putten y col. 2007). De hecho, segin una
revision de Lowry y col. (2013), casi el 75% del total de estudios sobre
invasiones bioldgicas se han enfocado en invasores que son productores
primarios (no microbianos) y menos de un 10% fueron realizados con animales
herbivoros, mientras que animales depredadores, omnivoros y filtradores han

recibido menos atencion. En comparacion a éstos, solo un pequefio nimero de




estudios se han realizado con microorganismos, enfocandose en patégenos,
parasitos y descomponedores (Lowry y col. 2013). Sin embargo, dado la
importancia de los microorganismos en los ecosistemas, donde cumplen
funciones clgves, las invasiones microbianas pueden tener un impacio mayor
sobre éstos, pudiendo llegar a afectar su apariencia y funcionamiento (Van der
Putten y col. 2007; Jules y col. 2002; Niwa y col. 2004).

La limitada atencion a las invasiones microbianas ha sido dirigida
principalmente a aquellos cuyo efecto es mas visible, como lo son por ejemplo
los patdégenos bacterianos, debido a su destructivo impacto facilmente
perceptible (Bonanomi y col. 2014; Van Elsas y col. 2012; Matos y col. 2005).
Por otra parte, la relacién de diversidad-invasibilidad de Elton ha sido estudiada
principalmente en comunidades de plantas, en los cuales se pudo confirmar que
en general una disminucion en la diversidad comunitaria facilitaba la invasion
(Hector y col. 2001; Pokorny y col. 2005). Sin embargo, existen pocos estudios
en la literatura que aborden la relacién diversidad-invasibilidad en un contexto
microbiano. Entre ellos, al trabajo de Dillon y col. (2005) que fue consistente con
la prediccidon de la hipdtesis de Elton en la que comunidades bacterianas con
mayor riqueza de especies fueron mas resistentes a la invasiéon de una bacteria
patégena que comunidades con menor riqueza. Resultados similares fueron
obtenidos por Hodgson y col. (2002), que usando como invasor a Pseudomonas
fluorescens encontrd una relacion negativa entre la diversidad vy la invasibilidad,
asociado a la alta productividad de las comunidades bacterianas mas diversas.

Los estudios de van Elsas y col. (2012), enfocados también en un invasor
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bacteriano patdgeno, encontréron también una relacion diversidad-invasibilidad
negativa, atribuyendo como factor principal de ésta a la competencia por
recursos. Por el contrario, otros estudios como el de Jiang & Morin (2004)
usando comunidades microbianas acuaticas consistentes de protozoos vy
rotiferos depredadores de bacterias y nanoflagelados, encontraron una relacion
positiva entre la diversidad y la invasibilidad.

Por otra parte, el estudio de las invasiones microbianas no solo es
importante por los posibles impactos negativos en los ecosistemas que pueden
tener, sino que también hay que tomar en cuenta que muchos procesos
beneficiosos para los humanos, como lo son el biocontrol de organismos
dafinos, la biorremediacidon de contaminantes, la micorrizacidon de plantas y las
fermentaciones industriales estan basados tambien en invasiones microbianas

(Menge 1983; Vogel 1898; Leroy & Vuyst 2004; Knudsen & Dundurend 2014).

1.3. Comunidades fiingicas experimentales

La ecologia busca comprender aspectos tales como la diversidad, la
distribucién y la abundancia de los organismos presentes en los disfintos
habitats, donde forman comunidades y establecen una red de interacciones
dindmica y compleja. Los estudios ecologicos se han basado principalmente en
aproximaciones que consisten en modelos matematicos, observaciones de
sistemas naturales y manipulaciones a nivel de campo (Jessup y col. 2005).
Oftra herramienta de estudio ha consistido en el uso de sistemas experimel;ttales

a nivel de laboratorio, donde los microorganismos han tomado una gran




importancia para explorar procesos ecologicos. Estos sistemas llamados
comunidades microbianas experimentales permiten abordar procesos tales
como la generacion y mantencion de la diversidad, las interacciones ecoldgicas
o las respuestas frente a perturbaciones, entre otros (Jessup y col. 2005). A
pesar de que algunos principios claves de |la ecologia, tales como los modelos
de competencia e inieraccidn predador-presa de Gausse (1934) fueron
abordados mediante el uso de comunidades microbianas experimentales, el uso
de estos sistemas ha sido limitado (Jessup y col. 2005). Sin embargo, con el
creciente auge de la ecologia microbiana, el uso de las comunidades
experimentales ha ido en aumento, principalmente debido a las ventajas que
éstas poseen, tales como el alto grado de control experimental que ofrecen y su
pequefio tamafio que facilita su manipulacion, sumado al corto tiempo
generacional de los microorganismos y a la abundante informacion genética y
fisioldégica disponible sobre ellos. Estas ventajas permiten el disefio de
experimentos que buscan reducir la complejidad de los sistemas naturales para
abordarlos por medio de sus componentes por separado, siendo éste el
principal objetivo de este tipo de sistemas (Jessup y col. 2004). Por otra parte,
las comunidades experimentales han recibido ciertas criticas relacionadas
principaimente con su simplicidad estructural y taxonémica, y con su potencial
pérdida de heterogeneidad espacial y temporal (Carpenter 1996), debidas a las
restripoiones experimentales asociadas. Sin embargo, estos aspectos no sor;I

significativos si las comunidades microbianas experimentales son vistas solo

como una parte importante de una gran red de posibles aproximaciones




interrelacionadas -que permiten abordar de mejor manera estudios relevantes de
la ecologia (Lawton 1995).

En esie trabajo se propuso abordar el estudio de las invasiones
biolégicas utilizando una comunidad experimental fungica como modeio de
estudio. Los hongos son organismos eucariontes pertenecientes al reino Fungi,
que pueden ser unicelulares, conocidos como levaduras, o multicelulares,
conocidos como hongos filamentosos (Mc Laughlin y col. 2009). Los hongos
son organismos gquimicheterotroficos, ya que utilizan una fuente quimica de
energia, y sustratos organicos como principal fuente de carbono (Stainer y col.
1992). Por ofra parte, poseen variadas estrategias de vida, encontrandose
hongos saprofitos, parasitos y simbiontes, lo que los convierte en componentes
importantes de los ecosistemas (Piontelli-Laforet 2011). Por lo tanto, tomando
en cuenta su importancia ecoldgica, resulta relevante abordar el fendmeno de

las invasiones bioldgicas al nivel de este tipo de microorganismos.

1.4. Trichoderma harzianum como modelo de invasor biologico

Como modelo de invasor bioldgico en este trabajo también se selecciond
un organismo fungico, Trichoderma harzianum. Trichoderma es un género muy
comin de hongos filamentosos saprofitos pertenecientes a la division
Ascomycota, encontrados con frecuencia en suelos y una gran variedad de
sustratos, siendo considerado un hongo oportunista y con una gran
adaptabilidad a varias condiciones ecolbgicas (Druzhinina y col. 2011). Les

hongos del género Trichoderma han sido extensamente estudiados y utilizados




por su capacidad de biocontrolar a ofros hongos causantes de dafios a las
plantas, conocidos como fitopatdégenos (Elad y col. 1880). Dentro del género, la
especie mas comunmente estudiada y ulilizada como biocontrolador es
Trichoderma harzianum (Benitez y col. 2004). El éxito de T. harzianum como
hongo biccontrolador se basa en caracteristicas tales como su alta tasa
reproductiva, su habilidad para crecer bajo condiciones desfavorables, su
capacidad de modificar la rizosfera, su capacidad de promover el crecimiento de
las plantas y sus mecanismos de defensa, su eficiencia en la utilizacion de
nutrientes que lo hacen un gran competidor de recursos, y por dltimo la fuerte
agresividad que muestra conira otros hongos debido a su capacidad de
parasitarlos, lo gue también se conoce como micoparasitismo (Benitez y col.
2004). Dentro de estas caracteristicas, se considera como principales en su
éxito como hongo biocontrolador al micoparasitismo y a la competencia por
recursos (Harman 2008). El micoparasitismo de 7. harzianum consiste en un
complejo proceso de evenios secuenciales en que T. harzianum reconoce,
ataca, penetra y mata al hongo hospedero (Druzhinina y col. 2011). Este
micoparasitismo se debe principalmente a la capacidad de 7. harzianum de
producir una variedad de enzimas degradadoras de pared celular, en su
mayoria quitinasas y glucanasas (Reis Almeida y col. 2007). Por ofra parte, la
habilidad competitiva por recursos de T. harzianum estéa dada en parte por su
gran capacidad de producii sideroforos altamente eficientes, que facilitan la
captacion del hierro presente en suelos otorgandole una ventaja frente a ofros

hongos (Chet & Inbar. 1994). Ademas, T. harzianum es un gran competidor por
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su capacidad superior de conseguir desde el suelo energia a partir del
metabolismo de una variedad de polimeros de glucosa, tales como la celulosa o
la quitina, entre otros (Benitez y col. 2004). Ademas, su alta eficiencia en este
tipo de metabolismo se debe a sus proteinas transportadoras de membrana de
alta afinidad por glucosa, las cuales son claves en condiciones en las que este
azlcar se encuentra en baja concentracidon en el ambiente (Delgado-Jarana y
col. 2003). Estas proteinas de membrana le permiten a 7. harzianum transportar
de forma mas rapida la glucosa al interior de sus células, lo que le confiere una
ventaja competitiva frente a otros hongos.

Las caracteristicas de buen biocontrolador de 7. harzianum, sumado a la
existencia de cepas muy agresivas, también ha representado un problema
debido a que se ha reportado que 7. harzianum es capaz de invadir y colonizar
campos de cultivo del hongo comercial Agaricus bisporus, en un fendmeno
conocido como ‘“infestaciéon del moho verde”, provocando graves pérdidas
economicas en Irlanda, Inglaterra, Francia y Estados Unidos (Williams y cal.
2003). De este modo, con los antecedentes mencionados se tiene que T.

harzianum representa un buen modelo de invasor fungico para este trabajo.

1.5. Relacion diversidad-invasibilidad en hongos

Dado que las comunidades microbianas experimentales proveen de una
gran herramienta para abordar estudios de relevancia en ecologia, sumgdo ala
importancia de los hongos en los ecosistemas, este trabajo propone estudiar el

fendmeno de las invasiones biologicas con énfasis en la hipétesis de Elton
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(1958), analizando el efecio de la diversidad de una comunidad fangica
receptora en el éxito del invasor T. harzianum, y ademas ver el efecto que éste
podria tener en la estructura genética y metabdlica de dicha comunidad.

En ecologia |a diversidad se define como la variedad de especies de una
comunidad y hace referencia a la importancia relativa de estas especies en el
ecosistema (Atlas y Bartha 2001). Los dos principales componentes de la
diversidad son la riqueza de especies o variedad, y la equidad o uniformidad de
especies en la comunidad. La riqgueza es una medida del numero de especies
de una comunidad, pero no representa cuantos individuos existen de una
especie concreta. Por ofra parte, la equidad es una medida de la proporcion de
individuos dentro de una especie en la comunidad, y a la vez indica si existen
especies dominantes (Atlas y Bartha 2001). Para medir la diversidad existen
indices matematicos, donde uno de los mas utilizados en ecologia microbiana
es el indice de Shannon-\Weaver, también conocido simplemente como indice
de Shannon o H (Shannon y Weaver 1963), el cual es sensible tanto a la
riqueza como a ia abundancia relativa de especies. El indice de equidad de una
comunidad, también llamado indice de Pielou o J, puede ser calculado a partir
del indice de Shannon, donde puede tener un valor que va desde O hasta 1
para las comunidades con equidad méaxima, es decir, una comunidad en que
todas sus especies se encuentran en la misma proporcién (Pielou 1966). Tanto
la riqueza de especies como [a equidad influyen en la biodiversidad y en el
funcionamiento y estabilidad de los ecosistemas, de modo que alteraciones en

cualquiera de estos factores conlleva a la vez a modificaciones en la diversidad
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(Wittebolle y col. 2009). En este {rabajo en particular, para poner a prueba la
hipétesis de Elton (1958), se modificara la diversidad de las comunidades
fungicas experimentales modificando su equidad y manteniendo constante su
riqgueza de especies. De este modo se analizard el éxito invasivo de T.
harzianum en microcosmos con comunidades flingicas experimentales con

diferentes indices de equidad J.
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Hipdtesis

En el marco de la hipdtesis de diversidad-resistencia a la invasion propuesta por
Elton, la especie invasora Trichoderma harzianum sera mas exitosa cuando
invade una comunidad fungica receptora menos diversa, con una menor
equidad, comparada con una comunidad fingica mas diversa, la cual seria mas
resisiente al invasor. Como consecuencia de una invasion exitosa, el invasor

modificara la esiructura genética y el potencial metabdlico de la comunidad

fungica invadida.

Objetivo general

Evaluar el efecto de la diversidad de la comunidad fungica experimental sobre
el éxito invasor de Trichoderma harzianum y determinar sus efectos sobre la

estructura genética y el potencial metabdlico de las comunidades fungicas

invadidas.

Objetivos especificos

1- Determinar la tasa de crecimiento del hongo invasor en comunidades

fungicas receptoras con diferentes diversidades.

2- Analizar el efecto del invasor sobre la estructura genética de las

comunidades fungicas receptoras.

-

3- Analizar el efecto del invasor sobre el perfil metabdlico de las comunidades

fungicas receptoras.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Obtencion del hongo invasor y de los hongos de la comunidad
receptora

Las especies fungicas utilizadas en la construccion de las comunidades
experimentales receptoras, se obtuvieron mediante un aislamiento por cultivo
de hongos filamentosos a partir de una muestra de suelo semiarido del matorral
esclerdfilo de |a localidad de El Romeral (33°48'S, 70°14’E), Cajon del Maipo,
Regién Metropolitana, Chile. Del total de hongos aislados y caracterizados
morfoldgicamente y molecularmente (Rojas 2013), se seleccionaron cinco
especies flngicas para constituir las comunidades receptoras. Penicillium
canescens (MR-13), Aspergilfus wentii (MR-3), Paecylomyces variotii (MR-9),
Talaromyces flavus (MR-25) y Cladosporium cladosporoides (MR-12). El criterio
de seleccidn de los cinco hongos que conforman la comunidad receptora fue el
patron de bandeo obtenido mediante la técnica del DGGE (Denaturing Gradient
Gel Electrophoresis) del marcador molecular ITS (Internal Transcribed Spacer)
de todos los hongos de la coleccién disponibles, con lo cual se eligié aquellos
hongos con un patron distintivo que facilitara su correcta identificacién en los
ensayos de microcosmos posteriores. Como especie invasora se utilizé la cepa
BpT10a del hongo Trichoderma cf. harzianum, aislada y caracterizada por
Castillo (2009). Por ofra parte, los hongos seleccionados de la comunidad

receptora no poseen una relacion filogenética cercana con T. cf. harzianum por
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lo cual se esperaria que no existiera una resistencia por parte de la comunidad

hacia el invasor provocada por este factar (Morales y col. 20186).

2.2. Diseiio de ensayo de microcosimos

Con el objetivo de evaluar el efecto de la diversidad de las comunidades
fangicas receptoras sobre el éxito del invasor, y el efecto que este tendria en la
estructura genética y metabdlica de las comunidades, se realizaron ensayos de
microcosmos con diferente diversidad de las comunidades receptoras. Para
ello, los microcosmos se disefaron, por duplicado, con distintas combinaciones
de los cinco hongos, inoculando sus esporas en distintas proporciones para
obtener cuatro valores iniciales de indices de equidad (J) en las comunidades
receptoras (J=0,25, J=0,50, J=0,75 y J=1,00) (Tabla 1).

Los microcosmos se montaron en frascos de 20 mi, y se usé como
sustrato 0,3 g de lana de roca estéril, enriquecido hasta alcanzar un 60% de la
capacidad de retencién de agua con medio de cultivo Vogel 1X suplementado
con dextrosa al 0,5% pfv, y extracto de levadura al 0,5% p/v y cloranfenicol a
una concentracidon de 30 ug/ml para inhibir el crecimiento bacteriano. Los
microcosmos inoculados se mantuvieron en incubacién por 3 dias a 24°C para

permitir el establecimiento de los componentes fungicos de la comunidad

receptora.
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Tabla 1. Cantidad de esporas inoculadas de cada hongo en cada réplica de los
respectivos microcosmos con distintos indices J iniciales.

Comunidad J = 0,25

Comunidad J = 0,50

Réplica 1 Réplica 2 Esporas Réplicas 1y 2 Esporas
MR-13 MR-9 9,2x10% MR-13 7.5x10%
MR-3 MR-25 2,0x10° MR-3 1,7x10%
MR-9 MR-13 2,0x10° MR-9 3,0x10°
MR-25 MR-12 2,0x10° MR-25 3,0x10°
MR-12 MR-3 2,0x10° MR-12 2,0x10°
Comunidad J = 0,75 Comunidad J = 1,00
Réplica 1 Réplica 2 Esporas Réplicas 1y 2 Esporas
MR-13 MR-9 5,5x10% MR-13 2,0x10%
MR-3 MR-12 2,5x10* MR-3 2,0x10*
MR-9 MR-13 1,0x10% MR-9 2,0x10*
MR-25 MR-3 5,0x10° MR-25 2,0x10*
MR-12 MR-25 5,0x10° MR-12 2,0x10*

2.3. Inoculacién del invasor

Luego de los 3 dias de incubacion a 24°C, los microcosmos con las

comunidades fungicas receptoras con distintos indices J iniciales, se inocularon

con 2 x 10% esporas del hongo invasor 7. ¢f harzianum. Ademds, se

mantuvieron microcosmos sin inocular con T. ¢f harzianum, los cuales se

usaron como control de la invasion. De esta forma se generaron microcosmos

invadidos (designados como: CJ0.25 +|; CJ0.50 +I; CJO.75 +I; CJ1.00 +I) y

microcosmos no invadidos (designados como: (CJ0.25; CJ0.50; CJO0.75;

CJ1.00).
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2.4. Muestreo de los microcosnios

En cada uno de los microcosmos invadidos y no invadidos se realizaron
muestreos destructivos el mismo dia de la invasién (dia 0), yalos 3, 7, 10y 30
dias post invasidon (dpi). El muestreo consistid en extraer la totalidad del
contenido de los tubos en los que se incubaron los microcosmos, depositario en
placas Petri estériles y resuspenderio con medio Vogel 1X. Cada muestra
homogeneizada se dividié equitativamente, una fraccion se utiliz6 para realizar
la exiraccion de DNA que se usd posteriormente para medir la tasa de
crecimiento del invasor y obtener los perfiles genéticos de DGGE de las
comunidades, y la ofra se utilizd para inocular el test FF MicroPlate y asi
obtener los perfiles metabdlicos de utilizacidon de las fuentes de carbono

contenidas en las placas por parte de la comunidad fungica.

2.5, Extraccion de DNA de los microcosmos

E] DNA gendmico de los hongos que componen las comunidades en los
microcosmos se obtuvo desde cada muestra utilizando el kit “PowerSoil DNA
Isolation” (MoBio Laboratories, Inc). El DNA extraido se almacené a -20°C en
amortiguador TE (Tris-HC!| 10 mM y EDTA 1 mM [pH 8,0]) hasta su utilizacion.
La concentracién y calidad del DNA se midieron utiizando un equipo

espectrofotometro de multiplaca “Epoch” (Biotek).
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2.6. Determinacion de la tasa de crecimiento de T. cf. harzianum en los
microcosmos mediante gPCR

El éxito del invasor 7. ¢f. harzianum se evalud mediante la medicién de
su tasa de crecimiento. Para esto se utilizé un marcador molecular SCAR
(Sequence Characterized Amplified Region) especifico para la cepa de T. cf.
harzianum BpT10a (Pérez y col. 2014) y se determind el nimero de copias de
ese marcador en los microcosmos mediante la técnica de gPCR (guantifative
Polymerase Chain Reaction). Los partidores usados para amplificar el marcador
SCAR se muestran en la Tabla 1 Las reacciones se realizaron en un equipo
“Mx3000P Real-time PCR System” (Stratagene) utilizando el kit “GoTag gPCR
Master Mix” (Promega). Las reacciones se realizaron en un volumen total de 20
pl, con 0,3 uM de cada partidor y 1 ul de DNA extraido de las muestras de los
microcosmos como molde. El programa de ciclos térmicos del gPCR consistié
en una desnaturalizacion inicial a 95°C durante 2 min, seguida de 40 ciclos
consistentes en una desnaturalizacion a 95°C durante 15 s, luego una
hibridacion a 64°C durante 1 min y una fase de extension a 72°C duranie 1 min.

Los resultados del gPCR se analizaron con el programa “MxPro QPCR”.
Para cuantificar el numero de copias del marcador SCAR de los microcosmos,
se realizaron curvas standard usando diluciones decimales seriadas de una
mezcla equimolar (mix) consistente en DNA genémico de los cinco hongos
seleccionados para formar parte de la comunidad receptora y DNA gendmico de

T. cf. harzianum. A partir de los datos de amplificacién obtenidos usando como
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molde el mix, se graficd el ciclo umbral (Ct) obtenido para cada dilucidon versus
el nimero de copias del marcador SCAR en ellas, vy posteriormente, usande un
analisis de regresion lineal, se obtuvo el valor de [a pendiente de la recta y el
coeficiente de determinacion (R?). El porcentaje de eficiencia de las reacciones
se calculd mediante la ecuacidn: Eficiencia = (10¢1pendiente) 1y « 4100, El nimero
de copias del marcador SCAR en cada uno de los microcosmos se obtuvo
interpolando los valores de Ct obtenidos en la ecuacidn de la recta y los
resultados se expresaron como el logaritmo decimal del nimero de copias del
marcador SCAR relativo a los nanogramos de DNA gendémico en los
respectivos microcosmos (Logue copias SCAR/ng gDNA). Para analizar
diferencias estadisticamente significativas entre los distintos ftipos de
tratamiento en el tiempo, se realizd un ANOVA de dos vias y un post test de

Bonferroni con el programa GraphPad Prism v5.01.

Tabla 1- Partidores utlizados para la amplificacion de los marcadores
moleculares SCAR (2F2-2R2)e ITS (ITS3GC-ITS4).

Partidor Secuencia (5’-3’) Referencia
2F2 TGGCTCGTCGTAGTTCGGAGAAG Pérez y col.
(2014)

2R2 CCAGATCGGCCACCGAAGAAAC

CGCCCGCCGCGCCCCGCGCCCGGCCCGCCGLE May y col.

ITS3GC ™ - CCGCCCCGCATCGATGAAGAACGCAGE (2001)
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC W'z;*ggog’o"
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2.7. Efecto del invasor sobre la estructura genética de las comunidades
receptoras

Para evaluar el efecto del invasor T. cf. harzianum sobre la estructura
genética de las comunidades receptoras en el tiempo, se utilizo la técnica del
DGGE. Para ello, utilizando como molde el DNA gendmico extraido de los
microcosmos, se realizé un PCR utilizando los partidores ITS3GC e ITS4 (Tabla
1) para amplificar una region del marcador molecular ITS, que fue analizado
mediante DGGE. El partidor ITS3GC posee una cola de nucledtidos GC, que
aumenta la estabilidad de [os- amplicones impidiendo que se separen
completamenie en el gel con gradiente desnaturalizante, para evitar la
migracion de mono-hebras de DNA. Las reacciones de PCR se realizaron en un
volumen total de 50 pl usando el kit “GoTaqg Green Master Mix” (GoTaq® DNA
polimerasa en buffer de reaccién Green GoTaq® [pH 8,5], 200 UM de cada
dNTP y MgCl> 1,5 mM} (Promega) con 0,8 uM de cada partidor y 2 ng de DNA
obtenido desde los microcosmos como molde. El tamafio esperado del producto
de amplificacion de aproximadamente 370 pb (Nikoicheva y col. 2005) se
visualizé mediante electroforesis en un gel de agarosa al 1,2 % p/v en
amortiguador TAE (40 mM Tris-acetato, 1 mM EDTA [pH 8,0]) v tefiidos con
GelRed™ (Biotium).

Posteriormente, los amplicones se analizaron mediante DGGE con el
equipo “DCode Mutation Detection System” (Bjorad). Las muestras se cargaron

en geles de poliacrilamida al 8% p/v con un gradiente desnaturalizante de 45 a
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60%, donde el 100% de dgsnaturaiizante correspondio a 40% de formamida y
7M de urea. Los geles se corrieron en buffer TAE a 50 V y a una temperatura
de 60°C durante 16 h, y se tifieron con GelStar (Lonza). Los geles se
fotografiaron bajo luz UV y las imdgenes se analizaron con el programa
“ImageJ’. Las bandas del DGGE, que corresponden a cada uno de los hongos
constituyentes de las comunidades en los microcosmos, se normalizaron y
luego se cuantificaron con respecto a un mix de DNA gendmico de los cinco
hongos receptores y del invasor, todos a una concentraciéon de 1 ng/ul, el cual
se utilizd como molde para un PCR con los partidores ITS3GC e ITS4, y que
también se analizé mediante DGGE. La cuantificacién de las bandas de los
DGGE de cada microcosmos permitié determinar la abundancia relativa de
cada hongo, en las respectivas comunidades. Para comparar las diferencias
entre las estructuras genéticas de los microcosmos invadidos y no invadidos
con distintos indices de equidad inicial, se estimd la diversidad comunitaria
mediante el calculo del indice de diversidad de Shannon-Weaver, que es
sensible a la riqueza y a la abundancia relativa de fas especies que componen
la comunidad {(Shannon & Weaver 1963). El indice de diversidad se calculd
utilizando la ecuacion H* = ¥;i_, p; Inp;, donde H'es el indice de diversidad, S es
la riqueza (numero de especies de la comunidad) y p;es la abundancia relativa
de cada especie. También se determind el valor del indice de equidad J de las
comunidades mediante el programa “Past” (Hammer y col. 2001). Para

visualizar las diferencias entre las comunidades invadidas y control a nivel
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genético a partir de los resultados obtenidos mediante DGGE, se realizd un

anélisis de componentes principales (PCA) utilizando el programa “Past”.

2.8. Efecto del invasor sobre la estructura metabélica de las comunidades
receptoras

Con el objetivo de evaluar el efecto de 7. c¢f harzianum sobre la
estructura metabdlica de las comunidades receptoras se utilizé el test
metabdlico FF MicroPlate (Biolog), que consiste en placas de 96 pocillos con 95
fuentes de carbono élistintas y un pacillo sin fuente de carbono como control.
Cada pocillo posee yodo-nitro-tetrazolio (INT), que sirve como un indicador
redox para medir coloriméfricamente la oxidacion de las fuentes de carbono
metabolizadas por la comunidad. La oxidacién de las fuentes de carbono
ensayadas provoca que el INT sea reducido de forma irreversible a un
compuesto de color rojo llamado formazan, que posee su maxima absorbancia
a1190 nm (Papaspyridi y col. 2010).

La fraccion del contenido de los microcosmos separada y homogenizada
para el ensayo a nivel metabdlico se sometid a agitacién en un vértex horizontal
por 1 h para desprender los micelios contenidos en ella. Luego, se tomd una
alicuota de 150 yl de sobrenadante y se resuspendié en 15 mi de la solucion
“FF Fluid® (Bioloeg), que se utilizéd para inocular las placas FF MicroPlate. Se
inocularon 100 pt de esta solucion en cada pocillo de las placas FF MicroPlate,
las que posteriormente se incubaron a 24°C hasta 96 h. Se midid Ia

absorbancia a 490 y 750 nm en cada pocillo con un especirofotémetro
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multiplaca "Epoch” (Biotek) cada 24 h. La lectura a 750 nm es una medida del
crecimiento micelial de los hongos. El espectro de absorbancia del micelio es
esenciaimente similar en el rango de 480 a 750 nm, por lo cual un valor “redox”
corregido es obtenido restandole la absorbancia medida a 750 nm a la de 490
nm (Abs490nm — Abs750nm). Esto permite cuantificar la produccidn de
formazan atribuible solo a la actividad metabdlica (Kubicek y col. 2003).
Posteriormente, a los valores de absorbancia corregidos se les resté las
absorbancias medidas a los 0 dias de incubacién. Una vez procesados los
datos como se describié anteriormente, solo se tomaron en cuenta aquellos
cuyo valor de absorbancia resultante fue igual o mayor a 0,1 que indican un
consumo positivo de [a fuente de carbono del test (Dobranic & Zak 1999).

La absorbancia de cada pocillo de las placas se midid cada 24 h
incluyendo una lectura el mismo dia de su inoculacién (0 h). Para elegir cual
tiempo de lectura iba a ser el ulilizado para los posteriores analisis, se calcul6 el
AWCD (Average Well Colour Development) de los datos procesados para cada
tiempo, que consiste en el promedioc de todas las absorbancias de la placa
(Garland 1999). Dado que el desarrolio de color de los pocillos de las placas
tipicamente sigue una tendencia a una curva sigmoidal, los datos de AWCD se
usaron para realizar un analisis cinético ajustandolos a la ecuacién de
Gompertz modificada (Zwietering y col. 1990) utilizando el programa “Origin”.
Este analisis cinético permitié identificar en cual de los tiempos de lectura de
absorbancia el consumoe de fuentes de carbono de la comunidad se enconiraba

en la fase exponencial, el cual fue el elegido para los analisis posteriores. Para
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B o

visualizar el efecto de 7. ¢f harzianum en la estructura metabdlica de las
comunidades, los valores de absorbancia de las lecturas seleccionadas se
promediaron entre replicas y se graficaron en un *heat-map’ utilizando el
programa “Past’. Para analizar las diferencias entre las comunidades invadidas
y control a nivel metabdlico se realizé un andlisis de componentes principales
(PCA) utitizando el programa “Past’. A partir de estos datos fueron calculados

tanto el indice de diversidad como el indice de equidad metabdlico de las

comunidades.
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3. RESULTADOS

3.1. Determinar la tasa de crecimiento del hongo invasor en comunidades
fingicas receptoras con diferentes niveles de diversidad.

El crecimiento de 7. cf. harzianum en las comunidades con diferenfes
indices de equidad J iniciales fue monitoreado mediante la técnica del gPCR
utilizando un marcador SCAR especifico de la cepa invasora utilizada (Pérez vy
col. 2014). La colonizacion del invasor se expresé como el logaritmo decimal del
namero de copias del marcador SCAR por nanogramo de DNA gendmico
contenido en los microcosmos. Los resultados del gPCR muestran que 7. cf.
harzianum se detectd solo en las comunidades invadidas a partir de los 3 dpi
(dfas post invasién de los microcosmos), excepto en la comunidad con indice
J=1,0 en el que se detecto a los O dpi. El nimero de copias de T. cf. harzianum
mostré una tendencia a aumentar con el tiempo para cada tipo de tratamiento,
alcanzando los mayores valores en los tiempos finales de incubacién. Ademas,
se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los

microcosmos con la comunidad con indice J=1,0 y los microcosmos con indices

dé equidad menocres (Figura 1).
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Figura 1. Colonizacién de 7. cf. harzianum expresado como el Logio del
numero de copias del marcador SCAR por nanogramo de DNA genémico de las
comunidades a los distintos dias post invasion (dpi). CJ0,25+|, CJO,5+,
CJ0,75+1 y CJ1,00+l son las comunidades invadidas con indices de equidad
iniciales iguales a 0,25; 0.5; 0,75 y 1,0, respectivamente. Las letras diferentes
sobre las barras indican que existen diferencias significativas entre los
tratamientos para cada tiempo de incubaciéon segun el post-test de Bonferroni
(P <0,001).

3.2. Efecto del invasor sobre la estructura genética de las comunidades
fangicas receptoras.

La estructura genética de las comunidades receptoras en los distintos
tiempos post invasion de T. cf. harzianum se determind a partir de los perfiles
obtenidos con la técnica del DGGE, utilizando para esto una region del
marcador molecular ITS. La amplificacion de este marcador y su tamario
esperado de 370 pb se verifico mediante una electroforesis en gel de agarosa

(Figura 2).
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Figura 2. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de amplificacién de
la regién del marcador molecular ITS utilizadas para el DGGE. Primer carril
muestra el marcador molecular 100 bp.

Los patrones de bandas obtenidos en los DGGE de las comunidades
invadidas y de las comunidades control se compararon con los obtenidos para
una mezcla equimolar de DNA gendmico de concentraciones conocidas de los
cinco hongos de la comunidad receptora y de 7. cf. harzianum. Esta mezcla
permitid evaluar el posible sesgo de una amplificacién diferencial en el PCR del
marcador ITS de los distintos hongos constituyentes de las comunidades. Para
ello, las imagenes de los geles ge DGGE obtenidos se analizaron con el
software “Imaged” y los perfiles genéticos se normalizaron usande como
referencia el perfil de DGGE obtenido para la mezcla de DNA gendmico de los
aislados fangicos (Figura 3). Una vez normalizados los perﬁleé, se calculd la
abundancia relativa de cada hongo de la comunidad, incluyendo al invasor T, cf.

harzianum en los casos en que fue detectado, para cada tipo de microcosmos y

para cada tiempo de incubacion.
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Figura 3. Perfil de DGGE de comunidades invadidas y control con J=0,75. En el
panel derecho se muesiran las comunidades en los tiempos 10 y 30 dpi. EI
primer carril del gel corresponde al mix de DNA gendmico equimolar de los 6
aislados fuingicos de la comunidad, y en el siguiente carril se muestra la banda
de T. cf. harzianum. Los carriles siguientes muestran los patrones de bandas
obtenidos en las comunidades invadidas y controles. En el panel izquierdo se
muestra la cuantificacion con el sofiware “ImageJ” de las bandas de los carriles
marcados con flechas blancas en el gel. +l indica las comunidades invadidas.

Conociendo las abundancias relativas de cada hongo de la comunidad
receptora, fue posible calcular el indice de diversidad de Shannon (H') y el
indice de equidad J de cada comunidad en cada tiempo de incubacién. Para
esto no se tomo en cuenta la abundancia relativa del invasor, ya que se queria
visualizar el efecto que este tenia en la diversidad de las comunidades

receptoras. Los resultados obtenidos mostraron que las comunidades




receptoras no conservan el indice de equidad inicial con el que fueron
construidas, enconirando que luego de fres dias de incubacion (tiempo 0 dpi) se
produce un cambio en la abundancia relativa de los componentes fungicos
receptores debido probablemente a interacciones que se establecen entre ellos
mas que por un efecto del invasor, ya que esto también fue observado en Ias
comunidades control (Figura 4). Los perfiles de abundancia relativa, calculado a
partir de los perfiles de DGGE, mostraron que existen cambios en la estructura
genética de las distintas comunidades en el tiempo, detectandose como especie
dominante principalmente a Cladosporium cladosporoides (MR-12), aunque en
las comunidades con indice de equidad inicial J=1,0 se observé una dominancia
de Talaromyces flavus (MR-25). Al comparar estadisticamente mediante un
ANOVA los perfiles genéticos de'[as comunidades invadidas y de los controles
para cada tiempo de incubacién obtenidos con el DGGE, se pudo observar que,
en general, no existen mayores diferencias entre ellas, por lo cual la presencia
del invasor parece no afectar mayormente la estructura genética de las
comunidades receptoras.

Para analizar las diferencias enire las estructuras genéticas de las
comunidades invadidas y control, se realizd un andlisis de componentes
principales (PCA) a partir de los datos de abundancia relativa obtenidos del
DGGE. Este andlisis indicé que [as comunidades con y sin invasor son muy
similares, diferenciandose en la mayoria de los casos solo en el tiempo final de
incubacion (30 dpi) (Figura 5). Esto indica que el invasor fograria modificar la

estructura genética comunitaria después de varios dias de incubacion.
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Figura 4. Abundancia relativa de los componentes fungicos de las comunidades
invadidas con T. cf. harzianum (C+l) y las comunidades controles sin invasor
(C) calculadas de los perfiles de DGGE. En A, B C y D se muestran los perfiles
de los microcosmos disefiados con J iniciales de 0,25; 0,50; 0.75 y 1.00
respectivamente. Sobre cada barra de los graficos se muestran los indices de
equidad (J) calculados para cada tiempo. MR-25: Talaromyces Flavus; MR-13:
Penicillium  canescens, MR-12: Cladosporium cladosporioides; MR-9:
Paecilomyces variotii, MR-3 Aspergillus wentii.
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genéticos obtenidos por DGGE de las comunidades con distintos indices de
equidad iniciales a diferentes tiempos de incubacion. A: comunidades con
indice J=0,25 (CJ0,25 en azul oscuro y CJ0,25+1 en azul claro). B: comunidades
con indice J=0,50 (CJ0,50 en rojo oscuro y CJ0,50+I en rojo claro). C:
comunidades con indice J=0,75 (CJ0,75 en verde oscuro y CJ0,75+| en verde
claro). D: comunidades con indice J=1,00 (CJ1,00 en rosado oscuro y CJ1,00+I
en rosado claro). 0, 3, 7, 10 y 30 indican los dias post invasion (dpi)
respectivamente. +l indica las comunidades invadidas con T. cf. harzianum.




Por ofra parte, con los datos de los perfiles genéticos obtenidos con el
DGGE, se realizd un analisis de agrupamiento calculando la distancia
Euclideana. Este analisis indica que las comunidades se agrupan de acuerdo a
su indice de equidad y no por un efecto del invasor (Figura 6). Ademas, Ias
comunidades con indice de equidad igual a uno se agruparon por separado del

resto.
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Figura 6. Andlisis de agrupamiento de las comunidades utilizando los perfiles
genéticos obtenidos por DGGE, basado en la distancia Euclideana. CJ0,25:
comunidad con equidad inicial igual a 0,25. CJ0,50: comunidad con equidad
inicial igual a 0,50. CJO0,75; comunidad con equidad inicial igual a 0,75. CJ1,00:
comunidad con equidad inicial igual a 1,00. +l indica las comunidades que
fueron.invadidas con T. cf. harzianum.
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3.3. Efecto del invasor sobre la estructura metabdlica de las comunidades
fingicas receptoras.

El efecto de 7. cf. harzianum sobre [a estruciura metabdlica de las
comunidades receptoras se determind mediante el uso del test FF MicroPlate
(Biolog), que consistié en el consumo diferencial por parte de las distintas
comunidades de 95 fuentes de carbono. Los patrones metabodlicos obtenidos
del test se representaron graficamente en un “heat-map” (Figura 7). En este
gréfico el consumo de las 95 fuentes de carbono del test para cada tipo de
comunidad y para cada tiempo de incubacion se representan por columnas. El
nivel de consumo de las fuentes de carbono esta representado por un gradiente
de color, que va desde azul para la ausencia de consumo, hasta rojo para un
consumo maximo. En el grafico se puede observar que las comunidades
variaron sus perfiles metabdlicos con el tiempo, ademas de que éstos se ven
modificados por la presencia T. cf harzianum, siendo las comunidades

invadidas mas activas en el consumo de las fuentes de carbono del test que los

controles.
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Figura 7. Heatmap basado en los perfiles metabdlicos de las comunidades con
distintos indices de equidad iniciales en los distintos tiempos post invasion (dpi:
dias post-invasion). CJ0,25: comunidad con equidad inicial igual a 0,25. CJ0,50:
comunidad con equidad inicial igual a 0,50. CJ0,75: comunidad con equidad
inicial igual a 0,75. CJ1,00: comunidad con equidad inicial igual a 1,00. +l indica
las comunidades que fueron invadidas. El nivel maximo de la escala representa
todos los valores de absorbancia obtenidos del test FF MicroPlate mayores o

iguales a 0,8.

Para comparar las comunidades invadidas y controles a nivel metabdlico,
se realizd un PCA a partir de los perfiles metabdlicos obtenidos del test FF
MicroPlate (Figura 8). En comparacién a los resultados obtenidos del PCA de
los perfiles genéticos, el PCA de los perfiles metabdlicos mostrd una
diferenciacion mayor de las comunidades invadidas y de las controles, sobre

todo a mayores tiempos de incubacion.
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Figura 8. Analisis de componentes principales basado en los perfiles
metabdlicos obtenidos con el test FF MicroPlate de las comunidades con
distintos indices de equidad iniciales a diferentes tiempos de incubacion. A:
comunidades con indice J=0,25 (CJ0,25 en azul oscuro y CJ0,25+| en azul
claro). B: comunidades con indice J=0,50 (CJ0.50 en rojo oscuro y CJ0.50+! en
rojo claro). C: comunidades con indice J=0,75 (CJ0O,75 en verde oscuro y
CJO0,75+I en verde claro). D: comunidades con indice J=1,00 (CJ1,00 en rosado
oscuro y CJ1,00+! en rosado claro). O, 3, 7, 10 y 30 indican los dias post
invasion (dpi) respectivamente. +| indica las comunidades invadidas con T. cf.
harzianum. +| indica las comunidades invadidas con T. cf. harzianum.
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Con los datos de perfiles metabdlicos obtenidos con el test FF MicroPlate
se realizd un andlisis de agrupamiento basado en la distancia Euclideana
(Figura 9). A diferencia de lo obtenido con los datos genéticos, las comunidades
no se agrupan de acuerdo a su indice de equidad inicial, a excepcién de la
comunig!ad CJ1,00, dando cuenta de una mayor variabilidad de estas

comunidades a nivel metabdlico.

0,0 comrevanprassarans O [
0.6+
3,24

1.8+

2.44

3,04

3,64

4,24

Distancia Euclideana {datos matabdlicos)

4,84

5.4+

S'OJ renrraderans peelrearns sTern ar wd rareriescaraaeds

Figura 9. Analisis de agrupamiento de las comunidades utilizando los datos
metabadlicos obtenidos con el test FF MicroPlate, basado en la distancia
Euclideana. CJ0,25: comunidad con equidad inicial igual a 0,25. CJ0,50:
comunidad con equidad inicial igual a 0,50. CJ0,75: comunidad con equidad
inicial igual a 0,75. CJ1,00: comunidad con equidad inicial igual a 1,00. +l| indica
las comunidades que fueron invadidas con T. cf. harzianum.
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.3.4. Analisis de correlacioén entre la colonizacion de T. cf. harzianum y la
diversidad genética y metabdlica de las comunidades receptoras.

Los resultados obtenidos de los perfiles genéticos (DGGE), muestran que
las comunidades experimentales no conservaron el indice de equidad inicial con
el que fueron disefladas y construidas. Por esta razén, y para relacionar los
resultados obtenidos con la hipétesis de diversidad-invasibilidad propuesta en
este trabajo, se realizo un analisis de correlacién entre el nivel de colonizacion
del inﬂvasor, medido previamente con [a técnica del gPCR usando el marcador
molecular SCAR, con los indices de equidad calculados a partir de los datos de
los perfiles genéticos del DGGE. Ademas, se calcul6 el indice de equidad de
cada comunidad a partir de los datos metabdlicos obtenidos con el test FF
MicroPlate, los que tambien se correlacionaron con el nivel de colonizacion del
invasor. Los resultados indican que existid una correlacion negativa entre la
colonizacién del invasor 7. c¢f harzianum y el indice de equidad de Ilas
comunidades a nivel genético (r: -0,70; p: 0,0028) (Figura 10). Por otra parte,
existié una correlacién positiva entre la colonizacion del invasor T. cf. harzianum
y el indice de equidad de las comunidades a nivel metabdlico {r: 0,81; p:
0,0001) (Figura 10). Estos resultados apoyan la hipétesis de Elton estudiada en
este frabajo, observandose una relacién negativa entre la invasibilidad de los
microcosmos por parte de T. cf. harzianum, y la diversidad de éstas. Ademas,
esto se relaciona con que, debido a la presencia del invasor, las comunidades

diversifican en mayor medida sus perfiles metabdlicos.
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Figura 10. Analisis de correlacion entre la colonizacion de T. cf. harzianum,
medida por el Log del numero de copias del marcador SCAR vy los indices de
equidad J obtenidos en el DGGE (panel izquierdo) y en el test metabdlico FF
MicroPlate (panel derecho).
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4. DISCUSION

4.1. Invasiones microbianas

El estudio de las invasiones microbianas ha sido muy escaso, en
comparacion a lo realizado en animales y plantas, sin embargo esta biota
“invisible” puede tener incluso mayores impactos en los ecosistemas, afectando
su apariencia y funcionamiento (Bonanomi y col. 2014). La escasez de estudios
relacionados a las invasiones microbianas ha estado relacionada en parte a la
naturaleza microscdpica de ellos, pero también a la escasa informacion de su
biogeografia y distribucion (Green y col. 2008). La escasa informacion
disponible de la biogeografia microbiana se debe en parte a que los
microorganismos han sido vistos comtinmente como organismos cosmopolitas
(Finlay 2002), razén por la cual seria dificil hablar de especies microbianas
invasoras. Sin embargo, ha surgido creciente evidencia de comunidades
microbianas adaptadas a ambientes especificos, incluyendo endemismo de
algunas especies microbianas (Souza y col. 2008; Hanson y col. 2012), por lo
cual, las comunidades microbianas nativas también pueden ser susceptibles a
invasiones. Los pocos estudios relacionados a invasiones microbianas han sido
dirigidos principalmente a aquellos en los que su impacto es facilmente

detectable, como es el caso de los microorganismos patégenos, ya sea de

plantas o animales (Bonanomi y col. 2014).




g

En cuanto al efecto que tienen las invasiones biologicas sobre las
comunidades microbianas, los estudios se han enfocado principaimente en
cémo plantas invasoras afectan la estructura comunitaria residente (Kourtev y
col. 2002), y como la presencia de ciertos tipos de poblaciones microbianas
puede aumentar el éxito de la invasién por parte de plantas (Richax:éison y col.
2000; Callaway y col. 2001, 2004). Por ofra parte, los estudios enfocados en
invasores microbianos se han relacionado principalmente a aquellos que co-
invaden en conjunto con plantas invasoras, como es el caso de plantas que
invaden asociadas a sus fitopatdgenos (Mitchell & Power 2003), y también en la
importancia de los hongos micorricicos (van der Heijden y col. 1998) o las
bacterias fijadoras de nitrégeno (Vitousek & Walker 1989) en la determinacién
de la biodiversidad y el funcionamiento ecosistémico de las plantas. Sin
embargo, estos estudios no entregan informacion del efecto que tienen estos
invasores microbianos sobre la esiructura genética y funcional de las
comunidades microbianas receptoras invadidas, [o cual constituye el foco de
estudio en este trabajo.

En esta tesis se propusc abordar el esiudic de las comunidades
microbianas en el marco de |a hipdtesis de Elton, la cual predice una relacion
negativa entre la diversidad de una comunidad y la invasibilidad de ésta. La
rigueza de especies y la abundancia relativa de éstas o equidad, son los dos
componentes fundamentales de la diversidad, por lo cual ésta puede ser
medificada alterando cualquiera de esos dos parametros. La gran mayoria de

los trabajos relacionados con ef estudio de la relacidn diversidad-invasibilidad
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han sido abordados usando como factor a modificar la riqueza de especies y
muy rara vez se ha considerado la equidad (Mattingly y col. 2007). Sin
embargo, se ha visto que una medificacion en la equidad serfa interesante de
estudiar debido a que ante perturbaciones, las que son un factor clave en la
invasibilidad, las comunidades naturales ven afectada la abundancia relativa en
la que se encuentran las especies que las constituyen, es decir su equidad, mas
que una alteracién del nimero absoluto de ellas (Chapin y col. 2000). Ademas,
se ha visto que una mayor equidad es fundamental para la mantencién de la
funcionalidad y estabilidad de los ecosistemas, observandose que las
comunidades equitativas son capaces de responder rapidamente a
perturbaciones en comparacioén a comunidades con baja equidad, donde solo

se tiene la dominancia de unas pocas especies (Wittebolle y col. 2009).

4.2. Comunidades flingicas experimentales como modelo de estudio de
invasiones biolégicas.

Los hongos son importantes componentes de los ecosistemas, ya sea en
términos de biodiversidad, aportando una alta diversidad de especies
(Hawksworth 2001), como también por su participacion en procesos de gran
importancia ecologica, como lo son los ciclos biogeoguimicos, aportando en la
recuperacion de elementos clave como el carbono, el nitrégenc y el fosforo
(Bardgett y col. 2008; Govindarajulu y col. 2005; Harrison & Van Buuren 1995).
Ademas, se ha visto que en los suelos semidridos, el rol ecoldgico de los

hongos es aun mas importante, ya que se ha descrito que en ese tipo de
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ambientes los hongos son capaces de establecer una red denominada “fungal

loop” que permite la comunicacién e integracién de la macrobiota y la
microbiota, optimizando el fiujo de elementos como el carbono y el nitrégeno
entre ellas (Collins y col. 2008), lo que mejora la resistencia a la desecacion, la
mantencién de la humedad, y la fertilidad de estos suelos (Green y col. 2008).
Sin embargo, a pesar de su importancia ecologica, las invasiones bicldgicas no
han sido extensamente estudiadas en hongos en comparacién a los otros
grupos de organismos invasores (PySek y col. 2008). Aunque algunos trabajos
se han enfocado en invasiones fungicas, la mayoria no menciona a los hongos
o solo los considera brevemente. De hecho, en los datos de la GISD (Global
Invasive Species Database) solo 11 especies fungicas estan incluidas en su
lista de especies invasoras, y el “DAISIE Project’ ha compilado 84 especies de
hongos en Europa (Desprez-Loustau y col. 2010). Esta baja representacién de
los hongos en las bases de datos de especies invasoras puede ser explicada
principalmente por el poco conocimiento cientifico de su biodiversidad vy
ecologia (Desprez-Loustau y col. 2007).

Para llevar a cabo este estudio, se utilizd como modelo a las
comunidades experimentales, que permiten un alto grado de manejo y control
experimental, simplificando y que facilitan el estudio de procesos ecologicos
complejos como las invasiones biologicas (Be Roy y col. 2014). Todos los
hongos utilizados para el ensamblaje de estas ‘comunidades fueron -aislados
desde un suelo de tipo semiarido y desde la misma localidad, ya que se espera

que al provenir del mismo ambiente, estén mejor adaptados a crecer juntos
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permitiendo que las comunidades experimentales resultantes sean mas
parecidas a las naturales. Esto debido a que una de las criticas cominmente
realizadas a este tipo de sistemas es su pérdida de realismo con respecto a un
sistema natural (Jessup y col. 2005). Por ofra parte, como criterio de seleccidn
de los cinco hongos utilizados para el disefio de las comunidades receptoras, se
analizé la cercania filogenética entre éstos y T. cf. harzianum, de manera de
seleccionar a aquellos hongos que no estuvieran cercanamente relacionados
con el invasor. Esto fue realizado para evitar un posible sesgo debido a una
resistencia por parte de ios hongos de la comunidad receptora al invasor
provocado por este factor. Esto porque otra hipétesis relacionada con el éxito
de la invasion propuesta por Charles Darwin (1859), llamada hipdtesis de
naturalizacién, -sugiere que un invasor tendra un menor éxito cuando invade
ecosistemas habitados por especies muy relacionadas filogenéticamente con
éste, debido a que ellos poseen nichos ecoldgicos similares generandose una
competencia por la utilizacién de sus recursos, y disminuyendo asi su
colonizacion. Datos obtenidos en nuestro laboratorio muestran que el invasor
T. cf. harzianum no fue capaz de colonizar exitosamente una comunidad
fungica compuesta por hongos relacionados filogenéticamente con el invasor
(Pérez y col. 2014; Morales y col. 2016). Por oira parte, ademas de no poseer
una relacién filogenética cercana con el invasor, los cinco hongos de [a
comunidad receptora no presentan un perfil metabélico similar al del invasor, lo
cual fue corroborado con el test FF MicroPlate realizado a cada hongo de forma

individual (Figura A1) y con un analisis de agrupamiento basado en estos datos
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metabdlicos (Figura A2), lo cual cia cuenta de gue tampoco existiria una
resistencia al invasor debido a [a similitud fisioldgica de éste con los hongos
receptores.

Por otra parte, el hongo 7. cf. harzianum fue seleccionado como modelo
de invasor bioldgico por sus caracteristicas de colonizador, entre las gue se
destacan su capacidad de atacar y parasitar a otros hongos (Druzhinina y col.
2011) como también su gran habilidad para competir por recursos (Wardle y col.
1993), factor muy importante en el éxito invasivo. Ademas, 7. cf. harzianum no
fue detectado en la localidad donde fueron aislados los hongos de la comunidad
receptora (Orlando y col. 2015), indicando que este hongo cumple con las

propiedades necesarias de un modelo de invasor flngico para este trabajo.

4.3. Colonizacion del invasor en comunidades con distinta equidad

En este trabajo se analizd el éxito de T. cf. harzianum para invadir y
colonizar comunidades fungicas experimentales con indices de equidad
crecientes. Una alternativa para evaluar el éxito del invasor, es realizar un
recuento de sus colonias a partir de los microcosmos, sin embargo, a pesar de
que T. cf. harzianum es distinguible en medios de cultivo axénicos, su
identificacion en estos ensambles microbianos seria mas compleja, ya que la
caracterizacidon morfoldgica de los hongos muchas veces presenta dificultades
(Marinach-Patrice y col 2009), la que se veria aumentada en una mezcla de
hongos. Por esta razdn, para llevar a cabo este estudio se utilizaron

marcadores moleculares (Hawksworth 2012), como el marcador SCAR
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(Sequence Characterized Amplified Region) especifico para.la cepa de T. cf.
harzianum (Pérez y col. 2014), que permitié hacer un seguimiento del invasor
mediante gPCR. Al hacer la analogia con las etapas de la invasion descritas por
Cattford y col. (2009), los resultados obtenidos indicarian que 7. cf. harzianum
logra sobrellevar las etapas necesarias para alcanzar su naturalizacién en las
comunidades experimentales montadas en este trabajo, es decir, que es capaz
de sobrevivir y reproducirse en el nuevo habitat donde fue introducido (Cattford
y col. 2009). Sin embargo, v a pesar de gue se iograron observar algunas
diferencias estadisticamente significativas entre los distintos tratamientos, los
resultados no mostraron una relacion aparente entre el nivel de colonizacion del
invasor con los indices de equidad iniciales con que fueron construidas las
comunidades receptoras, a excepcidn de lo observado para las comunidades
con indice de equidad de J=1 en los que en general se detecté un mayor

numero de copias del invasor en comparacién a los otros tratamientos.

4.4. Efecto del invasor sobre la estructura genética y metabdlica

comunitaria

En cuanto al efecto que tuvo el establecimiento de 7. cf. harzianum sobre
las comunidades experimentales, los perfiles de DGGE muestran que el invasor
no modifica mayormente la estructura de la comunidad receptora. Sélo en
algunos casos se observaron diferencias mediante el andlisis de componentes

principales, entre los perfiles de las comunidades con y sin invasor a los 30 dias

de incubacion.
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Por otra parte, los perfiles de DGGE también permitieron observar que
las comunidades experimentales no conservaron los indices de equidad con las
qgue fueron inicialmente construidas, observandose que con fres dias de
crecimiento (correspondiente al tiempo O dpi), las abundancias relativas de los
componentes fungicos de [as comunidades receptoras cambiaron. Estos
resultados indican que se establecerian interacciones entre ellos que podrian
modificar la velocidad de crecimiento de cada uno de los componentes flngicos
comparado a cuando crecen individualmente. Estas interacciones pueden ser .
negativas, como la competencia, o pueden ser positivas como la sinergia,
producida por ejemplo por una relacion sintréfica que favoreceria el crecimiento
de aquellas poblaciones capaces de metabolizar un mayor nUmero de
nutrientes (Atlas & Bartha 2001). Por lo tanto, |as interacciones existentes entre
los hongos de la comunidad podrian explicar las diferencias en la abundancia
relativa de los hongos, y por consiguiente, de la equidad de la comunidad
encontrada con el DGGE.

Los perfiles de DGGE también muestran que se producen cambios en la
estructura comunitaria con el tiempo tanto en las comunidade;s invadidas coma
en los controles. Esto indica que tos cambios en la estructura comunitaria serian
producidos por una sucesion microbiana (Fierer y col. 2010), mas que por un
efecto del invasor. Denfro de esos cambios en [a estructura comunitaria, el
hongo MR-12, identificado como Cladosporium cladosporioides, fue uno de los
componentes dominantes en los distintos microcosmos en el tiempo. Este

hongo ha sido descrito como una especie muy comun, cosmopolita y sapréfita,
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que actta como invasor secundaric sobre restos necrdticos de diferentes
plantas (Bensch y col. 2010), siendo uno de los primeros colonizadores en
sucesiones sobre ese tipo de sustratos (Frankland 1998).

En ensayos de enfrentamient_os en placas, en [os que se dispuso a T. cf.
harzianum creciendo a la par con cada uno de los hongos de la comunidad
receptora individualmente, se observd que el invasor poseia una velocidad de
crecimiento superior al resto, logrando cubrir, y en algunos casos, reducir a la
colonia del otro hongo. Esto se condice con las propiedades de T. ¢f. harzianum
de ser un biocontrolador capaz de parasitar a ofros hongos (Benitez y col.
2004). Ademas, los microcosmos fueron suplementados con un medio pobre en
nutrientes, lo cual, tomando en cuenta la habilidad competitiva por recursos de
T. cf. harzianum, también favorecerfa el éxito del invasor en las comunidades
experimentales. Estos antecedentes podrian sugerir que en los ensayos de
microcosmos T. cf. harzianum ademas de establecerse en las comunidades
pociria afectar su estructura compitiendo por los recursos disponibles. Sin
embargo, los resultados muestran que aunque, T. cf. harzianum logra colonizar
y crecer en la comunidad, no afecta la estructura de la comunidad receptora y
tampoco logra ser dominante en ellas, manteniéndose siempre con una
abundancia relativamente baja. Esto se puede relacionar con el anélisis de los
perfiles metabdlicos de las comunidades. Los resultados obtenidos con el test

FF MicroPlate mostraron gue las comunidades receptoras diversifican sus

perfiles metabdlicos ante la presencia de T. cf. harzianum, aumentando el
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numero y nivel de fuentes de carbono del test consumidas, efecto £:|ue se hace
mas notorio a mayores tiempos de incubacion.

Esta diversificacion del perfii comunitario puede deberse al aporte
metabdlico de T. cf. harzianum al consumo total de las fuentes de carbono
disponibles. Sin embargo, este efecto también podria ser causado como parte
de una respuesta de la comunidad receptora hacia el invasor, ya que al
diversificar su perfil metabdlico ésta se hace mas competitiva por el consumo de
recursos (Mallon y col. 2015). Por otra parte, resultados previos obtenidos a
partir de [a comparacion de los perfiles metabdlicos con el test FF MicroPlate de
cinco hongos, sugieren que hay una mayor diversidad de utilizacién de fuentes
de carbono cuando se encuentran en comunidad a cuando crecen
individualmente, sugiriendo la existencia de sintrofia entre esos hongos (Rojas
2013). Esios resultados se relacionan con el hecho de que los hongos
creciendo en comunidad son capaces de establecer interacciones que les
permite tener crecimientos diferenciales en comparacion a su comportamiento
individual, tal como se pudo observar en los perfiles genéticos obtenidos
mediante DGGE.

Finalmente, se debe tener en cuenta que existen otros dos factores
ademas de las caracteristicas bidticas de ta comunidad receptora, tales como la
presion de propagulos, relacionado con la cantidad de esporas del invasor

inoculadas en las comunidades, y también las condiciones abioticas del

sistema, los cuales a pesar de no haber sido modificados en el disefio
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experimental de este trabajo, también podrian haber influido en el éxito de T. cf.

harzianum.

4.5. Relacion diversidad-invasibilidad

Con el propésito de determinar si existe una relacién entre diversidad e
invasibilidad, se analizaron los resultados en conjunto utilizando los valores de L
equidad (J) experimentales obtenidos. Para ello se realizé un andlisis de
correlacion de Pearson entre el nivel de colonizacidén del invasor,
correspondiente al niamero de copias del marcador SCAR, y la equidad genética
y metabdlica de los microcosmos, calculadas con los datos obtenidos del DGGE
y del test FF Microplate. Para esto se usaron los datos recopilados luego de tres
dias post invasion de los microcosmos. Se encontrdé una correlacion negativa
entre la diversidad genética de las comunidades receptoras y la colonizacion de
T. cf. harzianum, lo cual se condice con la hipétesis de diversidad-invasibilidad
de Elton (1958), que indica que comunidades mas diversas son mas resistentes
a la invasion.

Ademas, se encontrd una correlacidon positiva entre la diversidad
metabdlica de las comunidades y la colonizacion del invasor. Esto indica que
las comunidades, al ser invadidas por T. cf. harzianum, como respuesta
diversifican sus perfiles metabdlicos generdndose una mayor habilidad
competitiva en éstas, razén por la cual T. ci. harzianum serfa menos exitoso en

su colonizacion. Este resultado también se condice con la hipdtesis de

diversidad-invasibilidad, ya que uno de los mecanismos centrales detras de esta

50




hipdtesis, es la competencia por recursos limitantes (Tilman 1999; van Elsas y
col. 2012). Ademas, las comunidades mas diversas tienden a cumplir con la
complementariedad de nichos, que implica que las comunidades se vuelven
mas eficientes en el uso de recursos, ya que aumentan su rango de estrategias
funcionales y utilizan con mas eficiencia una mayor variedad de recursos
(Fargione & Tilman 2005). Esto también se relacionaria con la diversificacién de
los perfiles metabdlicos de las comunidades obtenidos del test FF MicroPlate,
que explicaria el hecho de que T. cf. harzianum, a pesar de establecerse en los
microcosmos, no logra afectar mayormente la estructura de las comunidades,
ya que eéstas logran, producto de la competencia, mantener limitado su
crecimiento. Resultados similares fueron obtenidos por De Roy y col. (2013), en
el que también se estudid la relacién diversidad-invasibilidad modificando la
equidad de microcosmos bacterianos. Utilizando un test metabdlico similar al
usado en este trabajo, se enconird que las comunidades mas equitativas
presentaban una mayor superposicién en el consumo de fuentes de carbono
entre la comunidad receptora y el invasor, en comparacion a las comunidades
con menor equidad donde la invasion resultd favorecida. Esto también indica
que el indice de equidad, como componente de la diversidad comunitaria, es un
factor clave en la resistencia a las invasiones microbianas (De Roy y col. 2013).
Por ofra parte, las esporas flngicas pueden ser clasificadas como esporas
nutriente-dependientes o independientes, donde se ha descrito que las
dependientes son de menor tamafio y no almacenan una gran cantidad de

nutrientes, por lo cual requieren recursos exégenos para su germinacion. Las
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esporas nutriente-independientes son de mayor tamario y no requieren recursos
exogenos para su germinacién. Ademas, se ha descrito que en fendmenos tales
como la fungistasis, que es la resistencia natural de los suelos a la germinacion
de hongos en ellos producto de Ia existencia de compuestos antagonicos y de
la competencia por recursos limitantes (Lockwood 1977), el tamafio de las
esporas fungicas también es un factor limitante de este proceso. Esporas de
menor tamafo como las de hongos del género Trichoderma, fas cuales son
nutriente-dependientes, son mas susceptibles a la fungistasis debido a su
mayor necesidad de recursos para su germinacién (Lockwood 1977).

El mecanismo de competencia podria explicar el hecho de que 7. cf.
harzianum pueda establecerse en los microcosmos pero no afectar la estructura
genética de la comunidad receptora. Se ha descrito que 7. cf. harzianum es
capaz de biocontrolar a otros hongos de forma directa por micoparasitismo o de
forma indirecta por medio de la competencia por recursos, la cual es mas
efectiva cuando las esporas de los hongos patégenos necesitan de los recursos
exdgenos para poder germinar (Blakeman 1993). Sin embargo, en este caso T.
cf. harzianum se enfrenté a una comunidad ya establecida por lo cual su

capacidad competitiva podria verse disminuida,

4.8. Importancia del estudio de las invasiones microbianas
El concepto fradicional de las invasiones bioldgicas ha implicado un
impacto negativo. Esto es debido a que fos estudios en invasiones microbianas

se han dirigido principalmente a aquellos patdgenos causantes de

52




enfermedades y que tienen efectos notorios a nivel ecoldgico, econdmico y
social. Entre éstos se tienen por ejemplo a los fitopatégenos, donde se ha
estimado que entre el 65-85% de ellos son especies exoticas (Desprez-Loustau
y col. 2007). En el caso particular de los hongos, se tiene como ejemplo a
especies del genero Phyfophtfora, causantes de varias enfermedades en
cultivos agricolas, con graves dafos ecoldgicos y econdmicos (Birch & Whisson
2001; Hardham 2005). Debido a gue los hongos son un componente esencial
de los ecosistemas por su biodiversidad y por las funciones que cumplen en
ellos, los estudios de invasiones no deberian enfocarse solamente en una
fraccion de ellos como lo son los patdgenos. Sin embargo el impacto que tienen
los invasores fingicos en los ecosistemas, como también el impacto que tienen
los invasores sobre las comunidades fungicas nativas, no han sido
extensamente estudiados ni cuantificados, a excepcién de los escasos ejemplos
de patdégenos mencionados. La cuantificacion de los impactos de las invasiones
en general es dificil debido a la falta de datos ecolégicos de referencia sobre los
ecosistemas invadidos, lo que en comparacién a plantas y animales es
especialmente evidente para las comunidades fiingicas de muchos ecosistemas
(Desprez-Loustau y col. 2007).

Por otra parte, exisien ofros casos en que las invasiones microbianas
tienen un impacto positivo, como es el caso de los biocontroladores, proceso
que también esta basado en una invasion biologica (Walsh y col. 2001). Los
biocontroladores tienen la capacidad de invadir un ambiente y reducir, gracias a

sus propiedades antagénicas, la tasa de crecimiento de los patégenos contra
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los que se utilizan (Cunniffe & Gilligan 2011). Entre los hongos biocontroladores
destaca el uso de especies dei ya mencionado género Trichoderma y también
Gliocladium, los que tienen la capacidad de colonizar y reducir la poblacion de
fitopatogenos fungicos (Papavizas 1985). Ofros casos de invasiones
microbianas con impacto positivo son la micorrizacion y la bioaumentacion
utilizada en procesos de biorremediacion de compuestos contaminantes, ya que
en ambos casos [0s microorganismos inoculados deben resistir a diferentes
condiciones ambientales y sobrevivir en presencia de otros microorganismos
(Menge 1983; Mrozik & Piotrowska-Seget 2010).

De este modo, tener un mejor conocimiento de los factores detras de las
invasiones bioldgicas, con el caso particular de los hongos, seria de gran
importancia tanto para entender e intentar prevenir sus potenciales impactos
negativos, como también, para intentar mejorar aguellos procesos beneficiosos
en los cuales la invasion pueda estar involucrada. Ademas, los estudios en
invasiones fungicas pueden aportar conocimiento de aspectos relevantes de las

invasiones bioldgicas en general.
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5. CONCLUSIONES

El invasor T. cf. harzianum es capaz de establecerse y aumentar su poblacién

<

en todos los tipos de comunidades flngicas receptoras disefiadas en este

trabajo.

T. cf. harzianum no afecta mayormente la estructura genética de los distintos
tipos de comunidades receptoras. Ademas, las comunidades no conservaron el
indice de equidad con el que fueron construidas, a causa de las interacciones

~

existentes entre sus hongos constituyentes.

El perfii metabdlico de las comunidades fue modificado como efecto de la
presencia de T. cf. harzianum, encontrando que las comunidades invadidas

diversificaron su consumo de las fuentes de carbono disponibles.

Se enconiré una correlacion negativa entre la colonizacién del invasor 7. cf.
harzianum y la diversidad genética de las comunidades, y una correlacién
positiva con la diversidad metabdlica. Estos resultados apoyan la hipétesis de
diversidad-invasibilidad de Elton abordada en este frabajo, siendo la
competencia por recursos el factor que explicaria la relacién negativa entre la

invasibilidad y Ia diversidad de las comunidades.
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ANEXO

Aspergillus sp. Paecilomyces sp.  Cledosporium sp.  Penicillium sp. Talaromyces sp. Trichoderma sp.

Figura A1. Heatmap basado en los perfiles metabdlicos de los aislados
fungicos incluyendo al invasor Trichoderma cf. harzianum obtenidos con el test
FF MicroPlate. El nivel maximo de la escala representa todos los valores de
absorbancia obtenidos del test FF MicroPlate mayores o iguales a 0,8,
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Figura A2. Analisis de agrupamiento de los perfiles metabdlicos obtenidos con
el test FF MicroPlate de.los hongos aislados, incluyendo Trichoderma cf.

harzianum, basado en la distancia Euclideana.
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