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INTRODUCCION GENERAL

Las comunidades ecol6gicas se estructuran de acuerdo a procesos bidticos y abidticos

que operan sobre una amplia gama de escalas espaciales (Ricklefs 2006; Hubbell
2001; Vellend 2010; HilleRisLambers et al. 2012). Las Inferencias con respecto a estos
diferentes procesos (dispersion, competencia interespeclfica, especiacion) y en
particular la importancia relativa de cada uno de ellos, se basan en la comparacién de
los patrones observados respecto a un modelo nulo en el cual la conformacién de las
comunidades ocurrira al azar tanto en la composicion de las especies, como [os
rasgos funcionales que ellas poseen (Connor & Simberloff 1979; Gotelii & Graves
1996).

Darwin (1859) propuso una de las primeras hipétesis sobre la importancia de la
competencia, como mecanismo estructurador de comunidades, afirmando que esta
interaccién es mayor entre especies estrechamente emparentadas, respecto a
especies mas distantemente emparentadas, Esta idea, que llamamos la hipotesis
filogenética de similitud limitante (HFSL), se basa en la suposicion de que sus
parientes cercanos tendrian nichos similares, (Wiens & Graham, 2005; Losos 2008;
Wiens et al. 2010) y que una mayor similitud de nicho entre especies se traduciria en
una mayor frecuencia de exclusién competitiva. Esta idea ha tenido un impacto muy
relevante en diferentes concepciones de lo que son actualmente las comunidades,
desde una visién holista (Clemenis 1916f en que el factor historico es muy importante
hasta la visién gleasoniana, en que el componente histérico no tiene ninguna
importancia y mas bien es la contingencia ecolégica la que determinaria la estructura
de las comunidades (Gleason 1926).

Con la creciente disponibilidad de informacién filogenética ha habido un renacimiento
del interés en la comprensién de las dimensiones evolutivas de procesos que
estructuran las comunidades. De hecho, con las herramientas moleculares,
actualmente es posible evaluar la estructura filogenética de cualquiera comunidad
ecoldgica y por lo tanto tener una idea del grado de parentesco de las especies




componentes. Webb y colaboradores (2002) proporcionaron un nueve marco
conceptual (Ecologla filogenética de Comunidades, EFC) en el que se uliliza,
informacion filogenética para estudiar las fuerzas subyacentes a los patrones de
diversidad biolégica, lo que ha aumentado considerablemente nuestro conocimiento
de las comunidades, de plantas y animales (Webb, 2000; Emerson & Gillespie,2008;
Cavender-Bares et al., 2006; B. Vamosi &t al., 2009), y de microorganismos {Martin,
2002; Horner-Devine & Bohannan, 2006; Maherali & Klironomos 2007; Bryant et al.,
2008; Auguet et al., 2010). Este marco utiliza la informacién sobre parentesco que se
deriva de arboles filogenéticos y asume que el parentesco filogenético, se correlaciona
con similitud ecoldgica de acuerdo con las premisas darwinianas. La comparacion de la
estructura ﬁlogénética observada, de una comunidad natural se hace respecto de
comunidades generadas al azar, desde un pool regional de especies, pudiendo asf
separar el efecto relativo de los factores evolutivos y ecoldgicos que conforman las
comunidades {(Webb et al., 2002; Kembe! & Hubbell, 2006; Cavender-Bares et al.,
2006). Asl, se han implementado enfoques filogenéticos para examinar varios aspectos
de la ecologta, tales como la distribucién espacial de la diversidad filogenética (Morion
et al., 2010), Ja sucesién de especies invasoras en una comunidad (Cadotte et al.,
2009) y los patrones de diversidad altitudinal (Bryant et al., 2008; Graham et al., 2009).

La hipétesis de Darwin ha ocupado un lugar central en el campo de la Ecologia
filogenética de las Comunidades; sirviendo de base para los estudios sobre las
consecuencia de competencia, la exclusién competitiva de especies estrechamente
emparentadas, darfa lugar a una mayor frecuencia de comunidades ecoldgicas, con
estructura filogenética  sobredispersa (i.e. comunidades con una distancia o
parentesco filogenético medio, menor a lo esperado por azar), un patrén que ha sido
descrito ya en comunidades naturales (Cavender-Bares et al. 2009; B. Vamosi et al. de
2009). Sin embargo, también es frecuente -observar el patrén opuesto a la sobre
dispersién, o sea una agregacion filogenética (comunidades con una distancia
filogenética media, entre sus miembros, mayor a lo esperado por azar), (Cavender-
Bares et al. 2009; B. Vamosi et al. 2009). Asi, es dificil obtener conclusiones definitivas
sobre la competencia basada en patrones de la dispersion filogenética observada en
comunidades naturales, donde una variedad de factores podria confundir la relacion
entre parentesco y competencia. Experimentos que manipulan directamente las




relaciones filogenéticas de especies competidoras ofrecen el mejor enfoque, para
comprobar si la competencia da lugar a cambios significativos en los patrones
filogenéticos, pero hasta ahora esos experimentos han sido poco frecuentes (Pausas y
Verdu, 2010)

Ofro aspecto del marco teérico de la EFC, es la distribucion de los rasgos funcionales
relevantes para la competencia. Que se desprende de una visién filogenética de la
hipotesis de Darwin, estos rasgos deberian ser conservados es decir, tener una fuerte
sefial filogenética (Prinzing et al. 2001; Wiens and Graham 2005); sin embargo, estos
rasgos pueden evolucionar en forma convergente, divergente o azarosa dentro de las
comunidades aun cuando exista competencia intensa (Blomberg et al 2003; Silvertown
et al. 2006).

Existen dos fuerzas ecoldgicas que generan expectativas opuestas, acerca de la
distribucién de rasgos, dentro de una comunidad. Si el filtrado ambiental domina, la co-
existencia de especies que compartan el mismo ambiente abiético, deberian ser mas
similares en rasgos que lo esperado por azar (agregacién de rasgos). Si la
competencia domina, las especies co-existentes deberfan ser menos parecidas a lo
esperado por azar (sobredispersién de rasgos).

Cual fuerza ecoldgica puede ser utilizada para explicar una estructura filogenética
observada, dependera de la evolucion de los rasgos relacionados: si son conservados
(con sefial filogenética) o convergentes (seleccionados por el ambiente). Asi, en una
comunidad que muestra una sobredispersion filogenética, las interacciones de
competencia deberlan causar la sobredispersion de rasgos conservados o el filtrado
ambiental deberla causar la agregacion de los rasgos convergentes (Figura 1).
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Similitud de rasgos dentro de una comunidad
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Filogenética
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dispersion al azar

Evolucién de los
rasgos

Figura 1. Relacion entre similitud y evolucion de rasgos y estructura filogenética de las
comunidades, Relationship between similarity and caracter evolution, and community
phylogenetic structure. (Tomado de Webb et al. 2002)

El uso apropiado de la informacion sobre la estructura filogenética de las comunidades,
requiere una definicion explicita de los niveles taxonémicos y escalas biogeogréficas,
asi varios estudios han demostrado que aumentando las escalas espacial o
taxondmica de los linajes, conduce a una mayor heterogeneidad ambiental y en
consecuencia a una mayor importancia relativa del filtrado ambiental {(es decir el
ambiente va a seleccionar en una comunidad, especies con requerimientos ecol6gicas
similares) en la estructuracién de las comunidades, respecto a las interacciones
biolégicas (Cavender-Bares et al. 2006, 2009, Kraft et al. 2007, Emerson y Gillespie
2008, Vamosi et al, 2009)

Donde la mayor parte de los estudios muestra debilidades, es generar inferencias
sobre los efectos de las interacciones bioldégica, en la conformacion de las
comunidades, en base a evidencias de exclusién competitiva y no en la medicién
directa de la competencia (Cavender-Bares et al. 2009; Salivieres et al. 2011), otro
aspecto donde existe un vacio es la implicancia que tendrian cambios generados en
las interacciones al existir gradientes ambientales, como en los estudio de Solivieres et
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al. (2011), donde se observo que a medida que se generan ambientes mas limitantes,
las interacciones entre plantas pueden pasar de competencia a facilitacion, pero sin
tener evidencia cuantificable de estas interacciones, no existiendo informacién de otros
cambios en las interacciones como serian el paso de simbiontes a patégeno, como es
el caso de hongos del genero Armilaria (Agrios, 2005) o de competidores a depredador
presa, en el caso de hongos del genero Trichoderma (Cook & Baker, 1989). No existe
un marco tedrico que nos oriente cémo este cambio en el signo y naturaleza de las
interacciones bioldgicas se expresa en la estructura filogenética de las comunidades.

Asl, existiran comunidades en que el componente ecoldgico resulta mucho mas
importante que el histérico, como es el caso de comunidades que se organizan
fundamentalmente por especies exéticas (Hobbs et al. 2009) y, por otro lado, existiran
comunidades que, en funcién de procesos de diferenciacion evolutiva local y escasa
colonizacién desde un pool de especies regional, el componente histérico sera mas
importante. Ambos factores, deben ser evaluados empiricamente y al menos en
microorganismaos una aproximacion experimental de microcosmos resulta ser muy Uil
para dilucidar ia importancia de estos factores

Varios autores han indicado que los microorganismos presentan importantes ventajas,
para la puesta a prueba de estas hipotesis dado que las escalas tanto espaciales como
temporales de los microorganismos son explicitas y facilmente manejables en
laboratorio (Maherali and Klironomos 20122007,), asl como la posibilidad de excluir
procesos estocasticos y de dispersion y colonizacion diferencial que también pueden
ser importantes en la estructura de las comunidades (Horner-Devine and Bohannan
2006). Por ofro lado, en hongos de vida libre, como los pertenecientes al género
Trichoderma, son interesantes pues ademas de cumplir con diversas funciones
ecoldgicas: simbiontes de plantas (Harman et al., 2004), endéfitos (Wilberforce et al.,
2003), y parésitos de ofros hangos, sus mecanismos en los que ejercen competencia,
son ampliamente conocidos (Harman, 2004) y ademas las condiciones ambientales
abidticas que definen su nicho (Eastburn and Butler 1988; Harman 2000)

Pese a su importancia, el estudio de los factores que afectan la diversidad de hongos,
es un tema poco tratado. Las causas que estructuran estas comunidades pueden ser
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diversas. Para comunidades microbianas en general, se plantean que, si no hay
limitaciones a la dispersion, el ensamble de especies, que se estructura en una
localidad determinada, sera funcién directa, del pool de especies disponibles (Papke
and Ward, 2004). En segundo lugar, existiian diversos filtros ambientales que
seleccionarian las especies, capaces de sobrevivir y reproducirse en una localidad
determinada (Keddy, 1999). Siendo importante entonces considerar en las
comunidades naturales, como las limitaciones a la dispersién definen los patrones de
distribucion biogeogréfica en muchos grupos de microorganismos, como son bacterias,
hongos y micro eucariotas (Taylor et al. 2006; Fierer 2008; Peay et al. 2010), en
oposicion a lo que para microorganismos tradicionalmente se aceptaba el paradigma
de “todo esta en todas partes y el ambiente selecciona (de Wit & Bouvier, 2006).

La hipétesis basica de esta tesis doctoral es que la estructura de las comunidades
obedece tanto a factores ecoldgicos (contingencia) e histéricos (filogenia). Sera clave
en este caso, evaluar la importancia relativa de cada uno de estos factores. Si bien
estudios comparativos de campo permiten identificar los patrones de estructuracion
comunitario, a lo mas es posible inferir los mecanismos. Una aproximacion de
experimento manipulativo permitira dilucidar la importancia relativa de los factores
histéricos y ecolégicos.

En primer lugar, con el fin de determinar cémo Ia variacion ambiental de gran escala
conforma la estructura de estas comunidades realizamos un estudio comparativo de
campo de la estructuracién de comunidades de hongos del género Trichoderma, en
varios ambientes de Chile (desde los 18° hasta los 70° S). Las comunidades fueron
estudiadas en términos de su composicion de especies, diversidad filogenética, y las
variables climaticas que se relacionan con estos atributos de las comunidades,
buscando establecer la existencia de patrones relevantes en [a conformacién de las
comunidades, asociado a condiciones ambientales.

En segundo lugar, en base a los antecedentes generados en la primera parte de este
estudio, se realizd un experimento in vifro manipulativo generando ensambles de los
hongos obtenidos desde el primer estudio, para determinar en qué medida el grado de
parentesco Yy la disponibilidad de recursos, afectan la estructura de las comunidades.
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Para ello, se trabajé con aislados de hongos del genero Trichoderma con los que se
construyeron ensambles de estos aislados experimentales que poselan diferentes
grados de parentesco filogenético y que estén sometidos a diferentes niveles de
recursos. Se evalud en forma cuantitativa la intensidad de la competencia, los cambios
en diversidad, y los cambios en los grados de parentesco de las especies. Esperando
que las comunidades mas emparentadas tiendan a competir mas intensamente, que
las menos emparentadas, y que esta interaccion sea més fuerte en ambientes menos
ricos.
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DIVERSIDAD DE HONGOS DEL GENERO TRICHODERMA (HYPHOMYCETES) EN
DIVERSOS AMBIENTES EN CHILE

DIVERSITY OF FUNGUS OF GENERA TRICHODERMAS (HYPHOMYCETES) IN
DIVERSE ENVIRONMENTS FROM CHILE

RESUMEN

Dentro de los microorganismos de suelo, los hongos tienen una diversidad global que
supera los 1.5 millones de especies, dentro de los hongos descomponedores del suelo,
los del género Trichoderma, son interesantes pues cumplen una diversidad de
funciones: simbiontes de plantas, y parasitos de ofros hongos, las especies de este
género se considera como un componente mayor de la microbiota del suelo en varios
ecosistemas. En este estudio, se buscé establecer la estructuracion de comunidades
de hongos del género Trichoderma, obtenidas de muestreo en distintas zonas de Chile,
(desde los 18° hasta los 70° S). Se caracterizaron los ensambles en funcién de su
composicién, diversidad de especies, diversidad filogenética y estructuracion
filogenétiéa comunitaria. Encontrandose total de 11 especies del género Trichoderma,
distribuidas heterogéneamente lo largo de Chile, con una maxima abundancia en Chile
central; pero mayores niveles de diversidad en el sur de Chile.

Se observé una correlacion positiva entre la distancla geogréfica y a) la riqueza de
especies (correlacion: 0,29 P<0,05), b) la diversidad esténdar (S) (correlacion: 0,61
P<0,05) y c) la diversidad filogenética (DP) (correlacion: 0,54 P<0,05); no se encontré
correlacion entre estas variables ambientales con la estructura filogenética (correlacion:
-0,07 P=0,56). Pero sin un efecto de la temperatura (r=0,3; P<0,05) y precipitaciones
(r=0,38; P<0,05) sobre la riqueza de espacies, no se observa efecto de estas variables
sobre la diversidad ecoldgica; se observa un efecto negativo de las precipitaciones
sobre la diversidad filogenética (r=0,25; P<0,05); y se encontré un efecto significativo y
positivo de la temperatura (r=0,26; P<0,05) y precipitaciones (r=0,21; P<0,08). Con
base en los resultados obtenidos, en ambientes con alto nivel de contraste, los
procesos de filtrado ambiental locales, a escala de los organismos, podrian generar
una estructura sobredispersa, no asoclada a competencia, sino a procesos simultaneos
e incluso contrarics de filtrado ambiental, incluso en condiciones de ausencia de
limitaciones a la dispersion

Palabras claves: Trichaderma, Diversidad, Estructura filogenética.

16




RESUMEN EN INGLES

In the soil microorganisms, fungi had a high diversity global, that exceeds 1.5 million
species, into the soli decomposer fungus, the genera Trichoderma are interesting
because they meet a variety of functions: plants symbionts, and parasites of other fungi,
species of this genus is considered as one principal component of soil micro flora in
several ecosystems..

In this study, the goal was to establish the community structure off fungi of the genus
Trichoderma, along diverse environments form Chile, (from the 18 ° to 70 ° S).
Assemblies were characterized according to its composition, species diversity,
phylogenetic diversity and phylogenetic community structure. A total of 11 species of
the genus Trichoderma, heterogeneous distributed throughout Chile, with a maximum
abundance in central Chile; but higher levels of diversity in the South of Chile.

A positive and correlation was observed between geographic distance and a) species
richness (correlation: 0.29 P < 0, 05), b) the diversity standard (S) (correlation: 0.61 P <
0.05) and c) phylogenetic diversity (PD) (correlation: 0.54 P < 0.05); We did not find
significant correlation between these environmental variables with the phylogenetic
structure (correlation: - 0.07 P = 0, 56). But without a positive effect of temperature (r =
0, 3;) P < 0,05) and rainfall {r = 0, 38;) P < 0,05) about the richness of species, there is
no significant effect of these variables on the ecological diversity; shown a negative and
effect of rainfall on the phylogenetic diversity (r = 0, 25;) P < 0,05}, and found a positive
effect of temperature (r = 0, 26;) P < 0,05) and precipitation (r = 0, 21;) P < 0,05). Thus
on the basis of the results obtained, environments with a high contrast level, the
environmental filter processes, at microorganism scale, could generate a structure over
disperse, not associated to competition, but to a simultaneous and even opposed
processes of environmental filter, in absence of dispersion constraints

Key Word: Trichoderma, Diversity Phylogenetic Structure.
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INTRODUGCION

Dentro de los microorganismos de suelo, los hongos tienen una diversidad global que
supera las 1.5 millones de especies (Hawksworth, 2001, 2004). Las comunidades de
hongos son importantes para el funcionamiento ecosistémico (vén der Heiiden et al.,
2008), cumpliendo un ro! clave como descomponedores de materia organica, asi como
un recurso para otros organismos, en especial invertebrados (Wheeler, 1984; Fossli &
Andersen, 1998).

Los hongos descomponedores del suelo, son un buen modelo para entender las reglas
de ensamblaje de las comunidades microbianas. De hecho, se han utilizado como
modelos para investigar la biogeografla funcional de microorganismos
descomponedores de hojarasca (De Boer et al., 2005; Baldrian, 2006), y para estudiar
el rol de la dispersién de esporas a largas distancias (Hallenberg and Kuffer, 2001).
Otros estudios mas recientes, se han focalizado en la biogecgrafia de hongos tanto
patdgenos como enddfitos asociados a plantas, (Kiviin et al., 2011; Tedersoo et al.,
2012); sin embargo, pocos estudios han considerados la dindmica de las comunidades
de hongos saprofitos de vida libre (Green et al., 2004; Feinstein and Blackwood, 2012).

Dentro de los hongos descomponedores del suelo, los del género Trichoderma, son
interesantes pues cumplen una diversidad de funciones: ellos son simbiontes de
plantas (Harman et al., 2004), endéfitos (Wilberforce et al., 2003), y parasitos de otros
hongos (Harman, 2004). Las especies de este género se considera como un
componente mayor de la microbiota del suelo en varios ecosistemas, agricolas,
praderas, forestales, marismas, desiertos e incluso ecosistemas acuaticos (Danielson
and Davey, 1973; Papavizas, 1985; Zhang et al., 2005). Las especies de Trichoderma
poseen altas capacidades reproductivas, son capaces de sobrevivir en ambientes con
alto nive! estrés, y son muy eficientes en el uso de diversos tipos de nutrientes (Woo et
al., 2005). También han sido considerado como agentes de control bialogico de
enfermedades de plantas cultivadas y promotores de su crecimiento (Samuels, 2006;
Donoso et al. 2008).
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Pese a su importancia, el estudio de los factores que afectan la diversidad de hongos,
es un tema poco tratado. Las causas que estructuran estas comunidades pueden ser
diversas. Para comunidades microbianas en general, se plantean que si no hay
limitaciones a la dispersidn, el ensamble de especies, que se estructura en una
localidad determinada sera funcidn directa, del pool de especies disponibles (Papke
and Ward, 2004). En segundo lugar, existirian diversos filtros ambientales que
seleccionarfan las especies, capaces de sobrevivir y reproducirse en una localidad
determinada: (i} podria haber disponibilidad de compuestos carbonados y nitrogenados
que son recursos para algunas especies y no para otras (Allison et al. 2007); (ii) para
aquellos que concurfen a usar recursos similares, la competencia interespecifica
actuaria como un filtro selectivo adicional para determinar asf una particular estructura
comunitaria (Keddy, 1992).

Para entender la composicién y estructura de las comunidades en una perspectiva
histérica, es necesario considerar, los efectos de filtro ambiental o sea, las condiciones
ecolégicas existentes que determinan, qué especies pueden establecerse en funcién
de sus requerimientos de nicho fundamental (Weiher and Keddy 1895);, esto
determinaria que dentro de una comunidad se genere una reduccién en distancia
filogenética (i.e. agregacidn filogenética) significativamente menor que lo esperado
por azar (Cavender-Bares, Keen, and Miles 2006; Cavender-Bares et al. 2004; Horner-
Devine et al. 2004; Tofts and Silvertown 2002; Webb et al. 2002); esto se deberfa a que
las especies componentes compartirian las mismas restricciones fisioldgicas y por lo
tanto exhibirfan un conservacionismo evolutivo de su nicho, lo cual se expresaria en un
incremento en la similitud fenotipica (Webb et al. 2002).

Por ofra parte, en condiciones de bajo estrés ambiental, con poca disponibilidad de
recursos, se esperaria que especies mas emparentadas (del mismo género) tendieran
a competir mas que especies menos emparentadas debido a que poseen similitudes
morfologicas y de uso de recursos (Darwin 1859). A partir de este planteamiento
original, se han realizado predicciones especificas respecto de la estructura
filogenética esperada para una comunidad de especies competidoras emparentadas
(Cheng and Foght 2007); ésta serfa de un incremento de distancia filogenética (i.e.
sobredispersion) significativamente mayor de lo que se esperaria por azar,
adicionaimente se esperaria una mayor diferenciacién fenotipica (l.e. segregacion de
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caracteres) como una consecuencia evolutiva, de la reduccién de la competencia
interespecifica; de la misma forma, procesos de filtrado ambiental, estarian
seleccionando organismos con una mayor similitud de caracteres que los esperados
por azar, y en el caso de ser conservados, generarfa una estructura filogenética en
agregados con una distancia filogenética promedio menor a la esperada por azar
(Maherali and Klironomos 2007). Ambas fuerzas de estructuracién, podrian actuar al
mismo tiempo dando estructuras al azar o bien ejerciendo su efecto a distintas escalas
geogréficas (Cavender-Bares, Keen, and Miles 20086).

En este estudio, se buscé establecer la estructuracion de comunidades de hongos del
género Trichoderma, obtenidas desde distintos ambientes de Chile (desde los 18°
hasta los 70° S). Se caracterizaron los ensambles en funcién de su composicion,
diversidad de especies, diversidad filogenética y estructuracién comunitaria, De
acuerdo con el marco tedrico existente, se esperaria, que ambientes de mayor estrés
presenten esfructuras filogenéticas en agregados debido a que el ambiente filtraria
especies similares en nicho, y si este es conservado, se esperaria que la distancia
filogenética entre los componentes del ensamble seria menor a lo esperado por azar,
mientras que en un ambiente sin estrés, la competencia seria el principal factor de
estructuracion, donde los miembros mas emparentadoes, tenderian a competir mas
entre ellos, incrementando asi la distancia filogenética promedio de la comunidad,
genierando una estructura filogenética sobredispersa.




MATERIALES Y METODOS

Prospeccion, identificacion y andlisis filogenético

Con el fin de obtener una diversidad de condiciones ecoldgicas contrastantes, se
seleccionaron puntos de recolecta que comprendieron distintas formaciones vegetales,
representativas de Chile, abarcando desde clima desértico hasta climas polares (Isla
Rey Jorge, Campo de hielo norte y glaciares). Incluyendo tanto sitios naturales como
agricolas, en cada sitio se seleccionaron 10 puntos de extraccién de muestras
intentando asi cubrir la variabilidad local de cada sitio. Los lugares de colecta fueron
caracterizados en términos de ubicacién geografica, clima predominante (temperaturas
y precipitaciones medias anuales) caracterizado segin Rioseco et. Al (2013) v,
abarcando un rango geografico de 4.900 km (Figura 2; Anexo 1).

La recoleccion fue enfocada en la fraccién cultivable del hongo, no existiendo reportes
de que porcentaje de la diversidad total podria cubrir esta fraccion. Cada uno de los 10
puntos de recolecta corresponden a muestras de suelo, 100 g de suelo cada una,
obtenidos desde los primeros 30 cm, de profundidad. Cada muestra fue
homogenizada, para luego extraer 10 g, los que fueron suspendidos en 100 ml de
buffer de extraccion (suero fisioldgico + tween 50 pl/l} y puestos en agitacion (250
r.p.m) por 30 minutos. Se exirajo una alicuota de 1 ml, la que fue sembrada en placas
Petri con un medio selectiva (TSM, Smith, 1994). Las placas fueron puesias a
incubacion a 25°C por 24 horas; luego se determiné la presencia de colonias
presuntamente de Trichoderma sp., usando como criterios su color, forma de colonia,
asl como forma de los conididforos. Estas colonias se re- aislaron, y se dejaron crecer
en agar extracto maita, hasta la formacién de estructuras reproductivas, las que fueron
observadas por microscopia. Su identidad taxonémica se realizé hasta el nivel de
género, a partir de este nivel taxondémico, se generaron cultivos monospaticos; esta es
una técnica usada para organismos modulares, donde se extrae una sola espora, con
el fin de asegurar que se esta obteniendo un cultivo genéticamente homogéneo de una
sola especie 0 cepa y asi proceder a la identificacion a nivel de especie por
marcadores moleculares. Las cepas se consideraron como equivalentes a individuos
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dentro de la poblacion y, su presencia en las muestras, se consideré una medida
indirecta de la abundancia poblacional por sitio de colecta.

Las cepas aisladas fueron identificadas a nivel de especie por extraccién de ADN y
posterior secuenciacion de la region ribosomal intergénica (ITS1-ITS2) (Druzhinina,
2008. La amplificacién por PCR fue efectuada en un volumen de 50 pl que contiene
una mezcla de 40 ng de DNA molde con 0.2 mM de cada partidor, r, 200 mM de cada
nucleétido y 2.5 U of Tag DNA polymerasa en GeneAmp 103 PCR Buffer i (100 mM
Tris-HCI, pH 8.3; 500 mM KCI) (Perkin-Elmer). Estas reacciones fueron sometidas a
desnaturalizacién inicial de 5 min a 95°C, seguido de 35 ciclos de 1.5 min a 94°C, 2
min a 55°C, y 3 min a 72°C, con una extensién final de 5 min a 72°C en un
termociclador Eppendorf. Alicuotas (4 pl) fueron analizadas por electroforesis en gel
agarosa al 1,2% p/v en tampén TAE (40 mM Tris, 20 mM acido acético, 1 mM EDTA
[pH8]}, tefiido con GelRed y fotografiado en transiluminador con luz UV. El amplicén
obtenido se secuencid incluyendo los espaciadores ITS1 e ITS2 y 5.8S rDNA, lo que
fue realizado por Macrogen Inc. (hitp:/Avww.macrogen.com). El alineamiento de las
secuencias se realizé con el programa CLUSTAL W (Thompson et al. 1994). Las
secuencias resultantes, fueron contrastadas por el programa Trichokey (Druzhinina et
al. 2005) considerandose identificaciones correctas, sobre un 95% de similitud.

Con las secuencias obtenidas en cada cepa, se procedid a la reconstruccion de las
relaciones filogenéticas de las cepas; el alineamiento fue optimizado manualmente, se
determind la divergencia de secuencias y ésta se correlacioné con la distancia
geogréfica entre los puntos de colecta, aplicando test de Mantel para lo cual que se
utilizé el programa Passage® (Rosenberg & Anderson 2011). La divergencia de
secuencias fue estimada con el programa Modeltest, aplicando el método de Kimura de
dos parémet}os (Kimura, M. 1980.), excluyendo gaps y sitios equlvocos; la inferencia
filogenética propiamente tal se realizdé mediante maxima verosimilitud, usando el
programa Paup (Swofford & Sullivan 2003). Los clados fueron sustentados por el
procedimiento de bootsirap, con 1000 réplicas en cada caso. Se utilizé al hongo
filamentoso Giberelfa moniliforme como outgroup determindndose finalmente la
topologia del arbol seleccionado.
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Biodiversidad y estructura filogenética comunitaria

Utilizando las abundancias relativas de cada especie y los arboles obtenidos, se
determiné la diversidad ecol6gica y diversidad filogenética de los ensambles en cada
punto de colecta, usando el programa Phylocom (Webb et. al 2008); se consideré a
cada localidad como una comunidad fungica, determindndose asf la diversidad de
especies con el Indice de Simpson (S); también se pudo estimar la diversidad de
entropla cuadratica; esta métrica entrega una medida de la diversidad de Ja comunidad
ajustada a la distancia filogenética de las especies que la conforman (DP), expresadas
como numero de nedos promedio entre miembros de la comunidad (Rao, 1982). Esta
medida de diversidad se interpreta como el grado de parentesco esperado entre dos
individuos extraidos de diferentes especies. Adicionalmente, se establecié si las
comunidades generadas, presentaban algtn nivel de estructuracién filogenética, a
través de la media de distancia filogenética, usando el parametro Net Relatedness
Index (NRI), siendo los valores negativos y significativos, indicadores de una estructura
filogenética sobredispersa y valores positivos significativos  indicadores de una
estructura filogenética; cualquier valor sin significancia se considera como una
estructura al azar (Vamosi et al. 2009; Pausas & Verdu, 2010). Dado que en la Isla rey
Jorge solo se obtuvo una especie con una abundancia de una cepa, ésta no se
considerd en los andlisis.

Una vez obtenidas las variables de diversidad y estructura comunitaria de cada sitio, se
evalud el efecto de la distancia geografica entre sitios, sobre la composicién de las
distintas comunidades y su diversidad, aplicando una prueba de Mantel, y una prueba
de Mantel Parcial (controlando por distancia geografica); luego, se determiné el efecto
de las variables climaticas de temperatura y precipitaciones en forma independiente de
la distancia geografica, sobre la diversidad de especie y la estructura filogenética de
sus comunidades.




RESULTADOS

Prospeccion idenlificacion y andlisis filogenético

Se enconir6 un total de 11 especles del género Trichoderma, distribuidas
heterogéneamente a lo largo de Chile, con una maxima riqueza en Chile central; en
cuanto a las abundancias de cada especie se encontraron seis cepas de Hypocrea
virens, cinco de Hypocrea aureoviride, cinco de T. longibrachiatum, cuatro cepas de H.
lixii (Sin. T. harzianum), tres cepas de Trichoderma sinensis, igual nimero para H.
psychrophila, H jecorina y H koningi, dos de Bionectria oleruclata (Sin. Gliocadium
roseum, Sin. Trichoderma roseum y una de T. ovalisporum, y T. intricatum,. De estas
especies, se han reportado para Chile a H. lixii (Donoso et al. 2008), H. virens
(Schmeda-Hirschmann et al. 2005), H. aureoviride (Perez et. Al 1891), T.
longibrachiatum (Aroca et al. 2004), Por su parte T. sinensis ha sido propuesta como
una nueva especie, en base a cepas aisladas desde Asia, especiaimente Himalaya y
Malasia (Bissett, et af 2003). T. ovalisporum, ha sido descrito desde aislados de
Latinoamérica, en especial zonas tropicales con capacidad endéfita (Holmes et al.
2004, Dang et al 2010), H. psychrophilla, ha sido asociada a ambientes frios (Frisvad,
2008), (Apéndice 1).

Biodiversidad y estructura filogenética comunitaria

La mayor abundancia de cepas se dio en €} sitio Talca, donde 9 de las 10 muestras
recolectadas, presentaron cepas de especies relacionadas al género Trichoderma,
mientras que en Rey Jorge solo se encontré una muestra positiva; en cuanto a riqueza
de especies, Talca y Glaciar Exploradores son los que presentan la mayor riqueza de
especies, seguidas muy de cerca por la mayoria de los sitios, excepto Queules con 3 ¥
Rey Jorge con solo una especie (Tabla 1). Al observar la diversidad ecol6gica a través
del Indice de Simpson (8) (Tabla 1), vemos que la mayor diversidad se da en Glaciar
Exploradores donde cada especie obtenida, tienen una abundancia similar lo mismo
ocurri6 en Peteroa y Laguna del Maule, pero con valores menores dada la menor
riqueza de especies (Tabla 1); la localidad de Talca que presentaba la mayor riqueza
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de especie, present6 una baja diversidad, dada la prevalencia de H. virens con un 44%
de la abundancia refativa (Anexo 1); la localidad Los Queules presentd la diversidad
mas baja. Por su parte la diversidad Filogenética (DP), presenté los mayores valores
en Glaciar Exploradores, seguido de Peteroa, mientras que Talca presentd una
diversidad intermedia. (Tabla 1).

Se observd una correlacién positiva entre la distancia geogréfica y a) la riqueza de
especies (r = 0,29 P<0,05), b) diversidad ecolégica de especies (S} (r = 0,61 P<0,05) y
c) la diversidad filogenética (DP) (r = 0,54 P<0,05); no se enconird correlacion
significativa entre las varlables ambientales, temperatura y precipitaciones medias
anuales con la estructura filogenética (r = -0,07 P=0,56).

Al aislar el efecto de la distancia geografica entre puntos de colecta, se observa un
efecto positivo y significativo de la temperatura sobre la riqueza de especies (r=0,3;
P<0,05) y sobre la abundancia (r=0,38; P<0,05) (Figura 2), no se observa efecto
significativo de estas variables sobre la riqueza de especies y diversidad ecolégica.

Los datos muestran que hay un efecto negativo y significativo de las precipitaciones
sobre la diversidad filogenética (r=- 0,25; P<0,05); se encontrd un efecto significativo y
positivo de la temperatura (r=0,26; P<0,05) y precipitaciones (r=0,21; P<0,05) sobre la
estructura filogenética.

En relacién con la estructura filogenética de las comunidades (Tabla 1), se observa que
los puntos de colecta de Azapa, Ovalle y Laguna del Maule, muestran una estructura
filogenética agregada, mientras que los puntos Chungard, Talca, Peteroa, Queles y
Glaciar Exploradores, muestran una estructura filogenética sobredispersa, no siendo
evidente un patrén, asl cuando se comparan sitios que se encuentran en la misma
latitud por ejemplo Azapa y Chungara o los sitios Talca y Laguna del Maule (Figura 1)
se encuentra diferentes estructura filogenética, siendo al parecer mas importante la
conforrnacion vegetal existente.
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Figura 2: Puntos de colecta de cepas del hongo Trichoderma spp. desde distintos
puntos de Chile y Antartica. Collect sites, of the fungal strains, from different points of
Chile and Antarctica.
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Tabla 1 Abundancia (NGmero de cepas por punto de colecta), riqueza de especies,
Indices de diversidad (ecoldgica y filogenética) e Indice de estructura filogenética
comunitaria NRI (Nearest Relatedness Index), para cada uno de los puntos de colecta
y el global de Chile. * Indica significativamente valores significativamente diferentes del
azar (test de bootstrap P<0,05).

Abundance (number of strains per site), species richness, diversity index’s (ecological
and phylogenetic) and community phylogenetic structure index NRI (Nearest
Relatedness index) for each of collection sites and global from Chile.

* Indicates values significantly different from random (bootstrap test P <0.05).

Diversidad
Riqueza ecologica
de Indice de Diversidad  Estructura
Punto de colecta Abundancia especies simpson filogenética Filogenética
PA 4 3 0.63 1,38 0.73%1
CHUNGARA 4 3 0.63 1,56 -0.15
OVALLE 5 3 0.64 1,28 14.40*
TALCA 9 4 0.62 1,51 -0.46*
PETEROA 3 3 0.67 1,78 -0.1
LAGUNA DEL
MAULE 3 3 0.87 1,56 0.71*
QUEULES 3 3 0.75 1,56 -11.27*
GLACIAR
EXPLORADORES 4 4 0.75 2,13 -0.74*
GLOBAL
33 11 0.89 2,19 -0.99*

Valores significativos positives indican estructura filogenética agregada, mientras que
valores significativos negativos indican estructura filogenética sobredispersa, valores
no significativos indican estructura filogenética al azar,

*. Efecto significativo por Boostrap,
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Fig. 3: Correlaciones, ajustadas segun test parcial de Mantel: a) Riqueza de especies
vs Temperatura; b) Abundancia versus temperatura.- Significant correlations adjusted
by Partial Mantel test: a) Species richness vs Temperature; b) Abundance vs

Temperature.




DISCUSION Y CONCLUSIONES

Un patrén notable que emerge de nuestro estudio es que para el género Trichoderma,
existirlan dos maximos de diversidad ecoldgica: uno en la Reserva Los Queules (centro
de Chile) y otro, en Glaciar Exploradores (zona Sur), mientras que para la diversidad
filogenética ésta serfa maxima en Glaciar Exploradores, seguido por Peteroa, siendo
esfos dos sitios los que presentan los mayores contrastes ambientales. Nuestros
resultados destacan ademas la importancia de la temperatura sobre los patrones de
diversidad de las comunidades fungicas.

La temperatura ha sido positivamente correlacionada con la diversidad (Pommier et al.
2007), lo que ha sido ampliamente comunicado (Hillebrand 2004), incluyendo hongos
endofitos (Arnold et al. 2009) y ectomicorrizicos (Rahbek 2005), bacterias marinas
(Pommier et al. 2007) asi como la fauna del suelo conformada por acaros, lombrices y
nematodoé, las que tienden a ser mas diversas en ambientes temperados, (Lavelle et
al. 1995; Boag & Yeates 1998; Wardle 2002; Maraun et al. 2007). Consistentemente,
los ambientes sub-articos, asi como las tierras bajas tropicales, muestran una baja
diversidad filogenética (Bjorbaskmo et al. 2010; Tedersoo & Nara 2010). .En nuestro
estudio, la menor riqueza de especies se encontrd en la Isla rey Jorge (Antértica
maritima); pero en contraste la mayor diversidad ecolégicay filogenética se encontré
en Glaciar Exploradores, una localidad con baja temperatura, pero probablemente con
una alta variabilidad ambiental a micro-escala, debido las variaciones que pueden
existir entre un “mulan” (flujo de agua de deshielo bajo el glaciar), hielo, sustrato
obtenido del glaciar de roca, u hojarasca de un roble al borde del glaciar, las cuales
pueden ser relevantes para las comunidades microbianas o flngicas (Anexo 1). Esta
mayor diversidad en Glaciar Exploradores contrasta con lo encontrado para hongos
enddéfitos (Arnold et al. 2009) y ectomicaorizicos { Rahbek 2005). Probablemente esto se
pueda relacionar, a que hongos del género Trichoderma, pueden desarrollarse
independiente de la presencia de plantas (Harman 2004, Cook, 1989); mientras que los
hongos endodfitos y micorrizicos estan en estrecha asociacion con plantas y por lo tanto

su diversidad esta condicionada por la diversidad de plantas, a las cuales se asocian:
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En el caso de Trichoderma las condiciones del microambiente generados por las
plantas serfa menos importante.

Existen variaciones importantes en cuanto a temperaturas y precipitaciones entre los
diversos lugares de estudio, los que como ya se menciond tuvieron efecto en la riqueza
y diversidad filogenética de Trichoderma. Al aislar el efecto de la distancia geogréfica,
vemos que las condiciones climaticas entre puntos de colecta son un factor relevante
sobre la composicion de las especies, no pudiendo asi establecerse un efecto per se
de la distancia geogréfica entre localidades.

Diversos estudios moleculares, ya han maostrado que las limitaciones a la dispersion
definen los patrones de distribucién biogeografica en muchos grupos de
microerganismos, incluyendo bacterias, hongos y micro eucariotas (Taylor et al. 2006;
Fierer 2008; Peay et al. 2010), en oposicién a lo que ocurre con algunos hongos
enddfitos de ralces y bacterias del suelo que no exhiben patrones biogeograficos
distinguibles y donde el paradigma de “todo estd en todas partes y el ambiente
selecciona se estaria cumpliendo, con la informacidén disponible (Chu et al. 2010;
Queloz et al. 2011). En el caso de Trichoderma, si bien puede estar limitado por
dispersion, lo cual se traduce en efectos de la distancia geogréfica entre localidades,
es importante destacar que en nuestro caso las variables ambientales, principalmente
temperatura, serian las que determina la abundancia de estos hongos de suelo (Figura
2). Pero también a una escala mas pequefia se estarian generando condiciones
contrastantes en un mismo sector de colecta, lo que podrfa estar incrementando la
diversidad, io que se ajustaria a lo planteado por Cavenders et al. (2009), quienes
postulaban que al reducirse la escala espacial la diversidad deberfa aumentar, en este
caso, esto se relacionaria con un incremento de microambiente relevantes para el
microorganismos, lo que no necesariamente se asociara a diversidad de plantas
(Ejemplo Glaciar Exploradores). En ambientes considerados extremos (desiertos,
dreas polares, etc.) la diversidad estarfa dada por la presencia de contrastes
acentuados, a micro-escala. En desiertos calientes (probablemente también en los
desiertos frlos) podria producirse aislamiento espacial que genera numerosos micro-
habitat, Zhou y col. (2002) sugieren que un bajo contenido hidrico, puede explicar altas
diversidades microbianas en suelos con bajo contenido de carbono organico. Segln
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estos autores la falta de agua limitarfa la comunicacién entre micro-habitats dentro de
la matriz del suelo, resultando en una mayor heterogeneidad espacial que disminuye o
anula el efecto de la competencia. Ademds, en estos suelos con un bajo contenido de
carbono organico, las poblaciones microbianas podrian evitar la competencia al
permanecer aisladas y en bajo ntimero, usando UNOS recuUrsos que son escasoes, Pero,
probablemente, heterogéneos. Asi, estas condiciones permitirian el mantenimiento de
comunidades mas diversas y equitativas, lo que es consistente con el efecto negativo
de las precipitaciones con la diversidad.

Tedersoo et al. (2012), indica que los méaximos de diversidad de hongos
ectomicorrizicos se producen en latitudes temperadas y boreales, pero con una alta
variacién entre sitios, lo que indicarfa la importancia de la heterogeneidad de los
ambientes, asi como procesos locales. Algo similar podria estar ocurriendo en el sitio
Talca, donde existe una alta variabilidad de ambientes, dados por diversas especies
vegetales, tipos de suelo y nivel de accién antropogénica, pasando desde cultivos
anuales a bosques mixtos artificiales con especies nativas, pero con condiciones
ambientales globales més benignas para el desarrollo del hongo; de hecho 9 de las 10
muestras de suelo presentaron poblaciones de Trichoderma, mientras que en la isla
Rey Jorge, sélo una muestra tuvo hongos.

Es interesante notar que jos ambientes considerados climaticamente mas extremos
muestran una tendencia a una mayor distancia filogenética y por ende una estructura
sobre dispersa: De acuerdo a la teorfa, este tipo de estructura comunitaria seria
consecuencia de competencia interespecifica (Maherali and Klironomos 2007,
Cavenders-Bares et al, 2009) la cual no es esperable que ocurra en este tipo de
ambientes. Esta discrepancia puede deberse a la existencia de una variabilidad
ambiental importante, a pequefia escala la cual determiné que cada una de fas 10
muestras tomadas en esas localidades, representara ensambles de Trichoderma muy
diferentes entre si, sugiriendo que patrones espaciales de pequefia escala quedan
oscurecidos al realizar un andlisis a escala biogeogréfica, como ya ha sido enunciado
(Cavenders-Bares et al, 2009), asl como también existe la posibilidad de que la
competencia sea relevante en esos ambientes, para este tipo de organismos, ya ha
sido reportado la alta capacidad de cepas de Trichoderma aisladas de ambiente frlos,
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para competir y parasitar a hongos fitopatégenos (Ghildiyal & Pandey; 2008). Estudios
previos que han abordado la biogeografia de este género, encontraron un efecto de la
latitud, en la distribucién de especies en China, siendo notoria la segregacion de T.
harzianum solo en el norte de China, este efecto fue correlacionado también con la
temperatura (Zhang et al 2005), mientras que los estudios en América Central y Sud
América, mostraron la ocurrencia de compaosiciones Unicas de especies en esas
regiones, [0 que podria deberse tanto a sesgos geografico climaticos, como a un
artefacto producido por el limitado nlimero de muestras involucradas (Zhang et al,
2005). Ninguno de estos estudios previos, ha abordado el tema de los contrastes a
escalas relevantes para los hengos.

En general las consideraciones de escala espacial, han ido incrementando su
importancia en ecologia, dado que la deteccién de los patrones y la identificacién de
los mecanismos causales, (Gardner et al. 2001, Levin 1992, Peterson & Parker1998),
son de importancia en estudios de gradiente en relacién a la riqueza de especies
(Willig 2001), esto es de alta importancia en especial con organismos microscopicos,
donde nuestros datos indican que la latitud o las condiciones ambientales a escalas
mayores, serian relevantes en ambientes con condiciones homogéneas, mienfras gue
ambientes con condiciones altamente contrastantes, a escala de hongos del suelo,
logran incrementar la diversidad tanto en riqueza y equitatividad de especies, ast como
la diversidad filogenética. Existiendo una tendencia a que los [ugares con mayores
contrastes ambientales, ya sea por composicion vegetal como ocurre en los sitios
Talca y Quelue o bien por mayores contrastes a baja escala, como son Chungara,
Peteroa y Glaciar exploradores, se genera una estructura filogenética sobredispersa,
mientras que ambientes més homogéneos, con una marcada limitacién ambiental por
temperatura o disponibilidad de agua existira una tendencia a estructura en clUster.

En funcion de los datos obtenidos por este trabajo , podriamos indicar que la
diversidad, a lo menos microbiolégica de un ambiente, no solo estaria dado por las
condiciones generales del lugar, sino también por el nivel de contrastes existentes en
ese lugar, siendo probablemente en ambientes considerados extremos (desiertos,
climas polares, etc.), donde esto se vea mds acentuado, es especial para diversidad
filogenética y podria generar que en un area en que existan condiciones altamente
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contrastante , que no se encuentren alejados a un nivel en que exista limitacién a la
dispersion por distancia, se obtenga un estructura filogenética sobredispersa,
ocasionada por procesos de filirado ambiental, provocados en cada uno de estos
puntos contrastantes, sin'la participacién de competencia.

Esto requiere el desarrollo, de estudios experimentales, que permitan determinar como
la competencia y pracesos de filtrado ambiental, estructuran las comunidades, al existir
condiciones ambientales contrastantes o un gradiente de estas.
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APENDICES

Apéndice 1. Descripcién lugares de prospeccion y clasificacién climatica (temperaturas
y precipitaciones medias anuales), ubicaciéon geografica, origen de muestra y

especies obtenidas de los distintos sitios de muestreo.

SITIO DE . IA%%TA PP (acumulada | UBICAC ESPECIE
COLECTA | CHMA® | ANUAL [anua) mm | GEOGRAFICA | Origen de muestra }EENT'F’CAD
*C
. H. aureoviridis
‘Cultwo tomate (Ha1)
Borde canal
Desértico (vegetacién Hypocrea
koningi (Hk1}
Valle con i " herbacea)
Azapa nublados 187 C,5 18°30'58.25'S
Arica abundante ' 70°11'20.14"0 | Entre hileras | Trichoderma
s cultivo tomate [ fongibrachiatu
(gramineas) m (Tlong1)
. . H. aureoviridis
Cultivo de olivos. (Ha2)
Trichodem_:a
Cultivo Orégano gng;bracmatu
(Tlong2)
Borde rio | Hypocrea
ffio de {liquenes y | jecorina
4.2 18°14'9.24"S | musgo} {Hi1)
Chungara ;Llltr:]c:;a por 465,4 69°10'56.41"0 Hypocrea
Bofedal koningi
{Hk2)
Trichoderma
Cactus . .
Candelabro. :gng:brachratu
(Tlong3)
Vid vinlfera v, | FYPocrea
Red globe jecorina
(Hj2)
Vid Vinifera cv. | H. aureovirdis
Thompson (Ha3)
Borde cultivo
Semiarido o et an (malezas H. aureoviridis
2 | templado 2 30°3454°S | gramineas y | (Ha4)
Ovalle con lluvias 125,7 E’] " 3108 © asteraceas)
invernales 16.62 ultivo T:fcfgodenn&
' T longibrachialu
omate m
(Tlong4}
Trichoderma
Pimenton ﬁng:brach:atu
(Tlong5)

38




39

Vid vinifera cv. ﬁfepggrea
Cabernet 20 afios (Hviem)
Vid vinifera cov, gi/g;:rea
Cabernet 10 afos (Hvien)
Hypocrea
P cultivos anuales virens
71. 30.53. {Hvira)
3572530 Hlixi
Templado cultivo anual (Tavichu)
célido con Hypocrea
Talea lluvias 148 |689:3 cultivo anual virens
invernales (Thqueule)
Hypocrea
hierbas perenes | virens
(Thsan pedro)
bosque de maqui ﬁg:ﬁgﬁ%ﬁ%‘;
borde rio (sauce) gg’gg‘ﬁsa b
corredor hiolégico ;;;;cg;’fg”m
H.psychrophil
Glaciar Planchén [a ‘
fic  de 7003215 | (Fivglaciar)
Volcan 53 3 o MG AGh Nire (nombre | 7. sinensis
Peteroa® | 'undra por|-26° 337,25 35°09°49 cientifico (Hv cabrito)
Sedimento de | H. aureoviridis
estero {(Ha5)
Bionectria
frio de sedimento ochreocleuca
- (Hvsed)
Laguna tundra por| 5,6 1482 70°33°39
del Maule | 2ltura 36° 02'2.167 Hypocrea
cactus Jjecorina
) __
; . sinensis
pino (Ts1)
Templado Hypocrea
calido con Queule koningi
lluvias 811.9 (Hk3)
Queules ‘;“’emg';‘fl 12,5 reizse Roble T. lixii (Hvlix)
humedad
atmosféric Canelo H lixii (Hlix2)
a
Glaciar de roca Z;:-,n:-g?s (v
Bionectria
Glaciar Friio de 73° 10°2%" roble ochroleuca
Explorado hielo por|8 3600 46° 30 16" {bionec2)
resp altura Hypocrea
Glaciar de hielo psychrophila
{Hpyeroa2)
Hypocrea

Mulan

virens




40

(Hv1)
, o meEa Hypocrea
Isla Rey| Climama 797.2 61° 57'56°S .
p 2,5 ° nRIao Sedimento psychrophila
Jorge ritimo frio 58° 06'32"0C (Hpycro3)

1. Rioseco, Reinaldo y Tesser, Claudio : Cartografia Interactiva de los climas de Chile
[en linea). Instituto de Geografla. Pontificia Universidad Catélica de Chile.
www.uc.cl/sw_educ/geografia/cariografiainteractiva

2: Fuente MOP, Ministerio de Obras Publicas, Direccion General de Aguas. Perfiles
Ecoldgicos de las cuencas de los rlos Lluta, San José, Huasco, Elqui, Limar(, Petorca,
La Ligua, Mataquito, ltata, Imperial y del Lago Budi. Documento Final. 2001.

3 Ruzzante, José E. Monitoreo termo-geomorfolégico de la cumbre del complejo
volcanico

Peteroa, Mendoza,Argentina : cuadernos ICES 6 . - 1a ed. - Buenos Aires : Comision
Nacional de Energia Atémica - CNEA, 2012, 70p




DETERMINANTES HISTORICAS Y ECOLOGICAS EN LA ESTRUCTURACION DE
COMUNIDADES FUNGICAS: UNA APROXIMACION EXPERIMENTAL

ECOLOGICAL AND HISTORICAL DETERMINANTS TO UNDERSTAND FUNGAL
COMMUNITY STRUCTURE: AN EXPERIMENTAL APPROACH

RESUMEN

Si la historia evolutiva de las especies es importante en la estructuracién de las
comunidades, ésta deberia expresarse en la estructura filogenética de las. especies y
en una distribucién de los rasgos funcionales relacionados con el uso de recursos,
reflejando asi el resultado de los ajustes evolutivos y ecologicos. En este estudio, se
trabajo, generando ensambles de cepas experimentales de hongos del género
Trichoderma, en condiciones in vitro, caracterizadas en cuanto a capacidad
competitiva. Con el abjetivo de determinar cémo el grado de parentesco dentro de una
comunidad (estructura filogenética) y la disponibilidad de recursos, afecta a la
estructura comunitaria. Para ello en placas Petri, se co cultivaron grupos de cepas de
Trichoderma, con diferentes grados de parentesco filogenético y sometidas a diferentes
niveles de recursos, evaluando los cambios en riqueza, diversidad y grado de
parentesco. Ninguno los caracteres relacionados con la habilidad competitiva se
asociaron a una especie en particular, distribuyéndose en forma aleatoria, sobre el
arbol filogenético. Se obtuvo una correlacién positiva entre la jerarqula competitiva de
cada especie y la liberacién de compuestos difusibles (r=0.86; p<0.01), y la existencia
de microparasitismo (r=0.72; P<0.05).

El nivel de parentesco y la disponibilidad de recursos afectaron significativamente |a
intensidad de la competencia difusa (P<0.05). Al igual que la diversidad de especies
(P<0.05); no se detecté una interaccién estadisticamente significativa entre ambos. El
grado de parentesco y la disponibilidad de recursos, modificaron significativamente la
estructura filogenética de la comunidad fungica. Ademas, se detecté una interaccion
estadisticamente significativa entre ambos factores, lo cual sugiere que los cambios
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mas intensos se produjeron en el tratamiento con menor disponibllidad de recursos
(P<0.01).

Nuestro estudio, hace tres aportes interesantes: (i) el experimento fue realizado a lo
largo de un gradiente de recursos [o cual puede tener importantes implicancias teéricas
por cuanto las interacciones de competencia pueden pasar a ser reemplazadas por
facilitacion, la competencia se vio intensificada a medida que disminufa la
disponibilidad de recursos, (i) el disefio experimental incluye explicitamente la
evaluacién de la competencia inter-especifica, en particular competencia difusa,
actuando sobre cada una de las especies y (iii) pese a que en estudios previos se
trabajé con organismos que competian, pero Trichoderma, es un hongo capaz de
competir y depredar a sus congéneres, siendo los con menor capacidad competitiva los
depredados, lo que afiade mayor complejidad a la comprensién de la estructura
comunitaria, En microorganismos, también es necesario considerar las caracteristicas
idiosincraticas de las especies que conforman las comunidades. Bajo un contexto de
depredacion actuando simultdneamente con la competencia, podria ser que el efecto
positivo de un hongo competidor fuerte y depredador a |a vez acttie en forma sinérgica,
de modo de reducir con mas intensidad la diversidad de especies.

En conclusion, el nivel de parentesco que se establece, en el momento de conformarse
una comunidad, generara efectos diferenciales en la estructura de las comunidades,
los cuales estarian modulados, por la disponibilidad de recursos. En segundo lugar, la
Inclusion de otras interacciones biolégicas como Ia depredacion en la determinacion de
la estructura filogenética de las comunidades, constituyen un desafio que deberia
enfrentarse en futuros estudios comunitarios que incluyan las relaciones filogenéticas
de las especies.
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RESUMEN EN INGLES

If the evolutionary history of the species is importént in structuring communities, as a
measure of the degree of relatedness, this should be expressed in the phylogenetic
structure of the species in the community and a distribution of the functional traits
related to the use of resources, thus reflecting the results of evolutionary and ecological
settings. , In this study, we worked generating experimental in vifro ensembles of
strains of the fungus  Trichoderma, previously characterized respect to competition
ability. With the objective of determining how the degree of relatedness within a
community (phylogenetic structure) and the availability of resources, affects community
structure. These experimental communities with different degrees of relatedness
phylogenetic and subjected to different levels of resources were generated, assessing
changes in richness, diversity and degree of kinship.

The characters related to the competitive ability were, distributed randomly on the
phylogenetic tree. A positive and significant correlation between the competitive
hierarchy of each species and the release of diffusible compounds was obtained (r =
0.86; p < 0.01), the existence of microparasitism (r = 0.72;) P < 0.05). The level of
relatedness and the availability of resources significantly affected the intensity of diffuse
competition (P < 0.05). As well as the diversity of species (P < 0.05); not detected a
statistically significant interaction between both the degree of relatedness and the
availability of resources, significantly modified the phylogenetic structure of the fungal
community (table 4). Also detected a statistically significant interaction between both

factors, which suggests that more intense changes was detected in the less nutrient
availability (P<0,01)

Our study, makes three interesting contributions: (i) the experiment was carried out
along of a the experiment was carried out along an environmental gradient (resources)
which may have important theoretical implications for how the interactions of
competition can shift from competfition to facilitation, competition was intensified as it
decreased the availability of resources, (i) experimental design explicitly includes the
evaluation of interspecific competition, specifically diffuse competition , acting on each
of the species and (iii) none of previous studies worked with organisms capable
competing and preying to conspecifics, which adds greater complexity to the
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understanding of the community structure, in microorganisms , it is also necessary to
consider the idiosyncratic features of the species that make up the communities.

Under the context of predation acting simultaneously with the competition, it could be
that the positive effect of a strong competitor fungus and predator simultaneously act in
synergy, in way of reducing species diversity.  In conclusion, the level of relatedness
that settles down, at the time of forming a community, will generate differential effects
on the structure of the communities, which would be modulated by the availability of
resources. Secondly, the inclusion of other biological interactions like predation in the
determination of the phylogenetic structure of communities, constitute a challenge that

should be faced in future Community studies that include the phylogenetic relationships
of species.




INTRODUCCION

La competencia interespeclfica ha sido tradicionalmente considerada como una fuerza
estructuradora de las comunidades naturales (Tilman 1982; Bazzaz 1991; Weiher &
Keddy 1999, Pausas & Verdu, 2010), sin embargo, es cada vez mas reconocido el
hecho que la estructura de una comunidad no sélo depende de su contingencia
ecoldgica, sino que ademés es el producto de una historia evolutiva de los linajes
(Maherali and Klironomos 2007, Webb et al. 2002). La importancia del componente
histdrico en la ecologla de las comunidades tiene sus raices en Charles Darwin (18589),
quien propuso la hipétesis de competencia/parentesco (HCP), que indica que especies
con-genéricas que evolucionaron en simpatria, deberian competir mas intensamente
que con especies de diferente género, debido a sus similitudes morfolégicas y a un
uso similar de recursos. De esta idea basica, se deduce que el parentesco entre
especies que componen una comunidad, implica una cierta similitud de nicho, la cual
modularfa la importancia de la competencia interespecifica (Pausas & Verdu, 2010).
Asl, la competencia serd importante, si las especies estan altamente emparentadas y
hay recursos limitantes, mientras que serd menos importante si las especies estan
poco emparentadas y no hay escasez de recursos.

Si el grado de parentesco entre las especies, es importante para determinar la
intensidad de la competencia, éste deberla expresarse, ademas de cambios en
diversidad y/o dominancia de especies, en una estructura filogenética y un patron de
distribucion de rasgos funcionales (relacionados con la competencia), claramente
predecibles, reflejando asi el resultados de ajustes evolutivos y ecologicos de las
especies a las condiciones ecolbgicas, pretéritas y actuales (Ackerly 2003; Cavender-
Bares et al. 2004; Chazdon 2003; McPeek and Miller 1996; Webb et al. 2002;
Cavender-Bares, Keen, and Miles 20086). Como hipétesis nula, podriamaos suponer que
si el ambiente va a seleccionar en una comunidad, operando sobre especies con
requerimientos ecoldgicos similares independiente del grado de parentesco, entonces
se esperarfa un arreglo de las especies coexistentes, que no depende de su grado de
parentesco, el cual deberfa expresarse en una estructura filogenética de tipo aleatoria
(Cavender-Bares, Keen, and Miles 2006; Cavender-Bares et al. 2004; Horner-Devine et
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al. 2004; Tofts and Silvertown 2002; Webb et al. 2002)., Por el contrario, en presencia
de competencia inter-especifica la comunidad presentarfa una estructura filogenética
sobre-agregada, se esperarfa un cambio hacia una sobre-dispersion y una mayor
diferenciacién fenotipica entre las especies (i.e. desplazamiento de caracteres)
{(Maherali and Klironomos 2007, 2012).

Asi, para poner a prueba la hipétesis HCP, se requiere evaluar experimentalmente (i) la
competencia interespecifica en comunidades con diferentes parentescos filogenéticos
(i) cambios en la diversidad de especies y (jii) la existencia de cambios en el
parentesco filogenético de las especies, como una consecuencia de la competencia
inter-especifica (Kraft et al. 2007). Muchos estudios han trabajado en el contexto de
esta hipétesis (Tofts and Silvertown 2002; Webb et al. 2002); sin embargo, una
evaluacion completa y rigurosa de la hipdtesis HCP requiere una aproximacion
experimental manipulativa. En este sentido, los microorganismos son excelentes
modelos para poder trabajar (Maherali and Klironomos 2007, 2012), pues se pueden
controlar experimentalmente otros procesos que también afectan las comunidades por
ejemplo, depredacion, perturbaciones y procesos de dispersion de las especies
(Horner-Devine and Bohannan 2008).

El objetivo de este estudio es determinar como el grado de parentesco dentro de una
comunidad y la disponibilidad de recursos, afecta a la estructura comunitaria de las
comunidades. Se propone trabajar con un sistema in vitro, generando ensambles de
aislados de hongos del genero Trichoderma obtenidos todos desde un mismo sitio de
colecta. En condiciones in vifro se colocaron ensambles de aislados que poseian
diferentes grados de parentesco filogenético y que estaban sometidos a diferentes
niveles de recursos. Se evalud la intensidad de la competencia, los cambios en
diversidad, y los cambios en los grados de parentesco de las especies.




MATERIALES Y METODOS

Seleccion e identificacion de cepas

Para este estudio se utilizaron 9 cepas, correspondientes a 4 especies, provenientes
de la prospeccion realizada a lo large de Chile. Todas las cepas utilizadas, fueron
recolectadas desde una area, en las cercanias de Talca, Regién del Maule, Chile
Central (71° 30°53" O; 35° 25°30"S), en ese punto se tomaron 10 muestras de suelo,
desde distintas formaciones vegetales, a no mas de 100 m unas de otra, contando este
punto de colecta con un clima templado calido con lluvias invernales, temperatura
media de 146°C y  precipitaciones de 6893 mm anuales
(http:/ww7 .uc.clsw_educ/geografia/cartografiainteractiva/).  Las  muestras  se
obtuvieron a una distancia no mayor a 100 meiros desde un punto de colecta a otro
(Tabla 1). Cada cepa, consiste en un clon; por simplicidad se consider¢ a cada cepa
como un linaje diferente.

Las cepas aisladas fueron identificadas a nivel de especie por extraccion de ADN y
posterior secuenciacion de la region ribosomal intergénica (ITS1-1TS2) (Druzhinina,
2008. La amplificacién por PCR fue efectuada en un volumen de 50 pl que contiene
una mezcla de 40 ng de DNA molde con 0.2 mM de cada partido, r, 200 mM de cada
nucledtido y 2.5 U of Taq DNA polymerasa en GeneAmp 103 PCR Buffer Il (100 mM
Tris-HCI, pH 8.3; 500 mM KCI) (Perkin-Elmer). Estas reacciones fueron sometidas a
desnaturalizacion inicial de 5 min a 95°C, seguido de 35 ciclos de 1.5 min a 24°C, 2
min a 55°C, y 3 min a 72°C, con una extensién final de 5 min a 72°C en un
termociclador Eppendorf. Alicuctas (4 pl) fueron analizadas por electroforesis en gel
agarosa al 1,2% p/v en tampon TAE (40 mM Tris, 20 mM é&cido acético, 1 mM EDTA
[pH8]), tefiido con GelRed y fotografiado en transiluminador con luz UV. El amplicén
obtenido se secuenci6 incluyendo los espaciadores ITS1 e ITS2 y 5.88 rDNA, lo que
fue realizado por Macrogen Inc. (http://www.macrogen.com). E! alineamiento de las
secuencias se realizé con el programa CLUSTAL W (Thompson et al. 1994). Las
secuencias resultantes, fueron contrastadas por el programa Trichokey (Druzhinina et
al. 2005) considerandose identificaciones correctas, sobre un 95% de similitud.
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Con las secuencias obtenidas en cada cepa, se procedio a la reconstruccion de
las relaciones filogenéticas de estas. El alineamiento fue optimizado manualmente, se
determingé la divergencia de nucledtidos, estimada con el programa Modeltest,
resultando seleccionado el método de Kimura de dos parametros (Kimura, M. 1980.),
excluyendo gaps y sitios equivocos. La inferencia filogenética propiamente tal se
realizé mediante maxima verosimilitud, usando el programa Paup (Swofford & Sullivan
2003). Los clados fueron sustentados por procedimiento de bootstrap, con 1000
réplicas en cada caso. Se utilizé al hongo filamentoso Giberefla moniliforme como
outgroup determinandose finalmente la topologia del arbol seleccionado. Se generaron
arboles con Parsimonia, Maxima Verosimilitud ¢ Inferencia Bayesiana (Anexo 3),
utilizéndose para los analisis el obtenido por Maxima Verosimilitud.

Rasgos funcionales.

Se determiné micoparasitismo, equivalente a la depredacién entre hongos,
donde las hifas de uno atacan y digieren a las hifas de ofro, para lo cual en placas de
Petri, se colocaron discos de micelio de 5 mm de diametro, proveniente de la zona de
avance de cultivos puros de cada cepa, para luego ser incubados a 25° C por 5 dias,
esperando hasta que los micelios de ambas colonias se encontraron, observandose
bajo microscopia, observandose interaccién entre hifas y crecimiento de la cepa sobre
micelio de hongos competidores.

Para determinar produccién de compuestos difusibles (capaces de difundirse
por el medio y generar un halo de inhibicién), definida como ausencia de crecimiento
de la cepa), se colocaron placas de Petri, con agar papa dextrosa (APD), sobre las
cuales se puso un disco de celofan, y al medio de éste se inoculé con discos de micelio
de 5 mm de didmetro, proveniente de la zona de avance de cultivos puros de cada
cepa, para luego ser incubados a 25° C por 5 dias. Posteriormente, el disco de celofan
conteniendo el crecimiento de las cepas, fueron retirados y sobre el agar se colocé un
disco de micelio, proveniente de cultivos puros de Fusarium oxysporum,
adicionalmente se dejaban cultivos con solo las cepas de Trichoderma y de cada uno

de los patégenos como controles, cuando el crecimiento de estos titimos completaba
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el diametro de la placa de Petri, se determinaba el porcentaje de inhibicién causado por
la presencia de las cepas de Trichoderma. Se considerd como presencia de
compuestos difusibles, cuando el crecimiento del patégeno, fue signiﬂcativamente
inferior al crecimiento en agar papa dextrosa APD sin crecimiento de las cepas de
Trichoderma.

Se estableci6 la sefial filogenética de dichos caracteres calculada por la aleatorizacion
de los valores de rasgos a través de los apices del arbol filogenético, determinando sl
la distribucién de éstos esta correlacionada con la distancia filogenética entre los
organismos componentes del 4rbol, en caso de existir una correlacion significativa se
consideran caracteres conservados. (Anexo 4).

Capacidad competitiva.

Con e! fin de contar con una mélrica cuantitativa de la capacidad de
competencia de las distintas cepas, y de las comunidades, se determiné la jerarquia de
competencia entre todas las cepas, evaluando 12 competencia interespecifica entre
pares de aislados considerados en este estudio. En placas de Petri de 9 cm de
diametro, se colocaron a).un par de cepas enfrentadas unas con otras y b) cada una de
las cepas creciendo en placas independientes (cultivos puros), Estos tratamientos
fueron incubados a 25°C por 48 horas, evaluandose el crecimiento de cada una de las
cepas, comparando €l diametro de crecimiento de cada una respecio 2 las misma
cepas cultivadas en forma independiente; 1 reduccién porcentual en el crecimiento de
una cepa creciendo junto con otra comparada con el crecimiento de la cepa creciendo
sola fue una medida de la capacidad competitiva de cada una de las cepas. Asf para
cada cepa, se promedié, el efecto de inhibicion que gjerce sobre el total de cepas
estudiadas lo que fue considerado una medida de su capacidad competitiva, Todos los

pares de competidores, se realizaron en triplicado, bajo un disefio complefamente al
azar.
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Ensayo In vitro

Se establecié un ensayo in vitro, a través de un disefio completamente al azar con
arreglo factorial 3 x 3, donde los factores fueron grado de parentesco alto (agregada),
medio (al azar) y bajo (sobredispersa) y riqueza del medio (rico, medio y pobre); la
riqueza del medio se cuantifico como el porcentaje de extracto de malta, el que cumple
todos los requerimientos nutricionales de los hongos: pobre (4 g/l), estéandar (10 g/l) y
rico {23 g/l) de extracto de malta utilizado en el agar. Para cada tratamiento se
dispusieron cinco réplicas.

El ndmero inicial de especies por comunidad fue de 4, este ntimero se eligié, con el fin
de eliminar el factor ubicacién, al poder ubicar en forma equidistante a todos los
componentes de la comunidad en las placas. El grado de parentesco se generé por
medio de iteracion usando el programa Phylocom (Webb et. al 2008); se estimo el
Indice de parentesco neto (Net Relatedness Index) (NRI), siendo los valores negativos
y significativos, indicadores de bajo parentesco y valores positivos significativos
indicadores alto grado de parentesco); cualquier valor cercano a cero implica que el
grado de parentesco no determina la estructura de la comunidad (Vamosi et al. 2009;
Pausas & Verdu, 2010).

La abundancia de cada cepa fue representada por la superficie ocupada en las placas
Petri, la que fue iniciada como un disco de micelio de 0,5 cm, bajo el supuesto que
cada poblacion contaba con una abundancia igual al inicio del ensayo. Estos discos
fueron puestos en una distribucién equidistante entre todas las cepas, separados a 0,5
cm unos de otros. Adicionalmente como control, se pusieron placas con solo un disco
de micelio, de cada poblacion, como referencia. Posteriormente las placas, fueron
incubadas a 25 °C durante para todos los casos. Todos los tratamientos fueron
realizados en triplicado. El indice de Simpson, se evalué usando el 4rea de crecimiento
dentro de la placa por cada cepa. Cuando una cepa fue completamente cubierta por
otra, se considerd extinta y por tanto una reduccién de la riqueza de especies.
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Figura 4 Disposicion de cepas, en placa de Petri y cultivo de controles. Cada miembro
de la comunidad, fue colocada en un extremo de la placa, midiéndose en forma
consecutiva su crecimiento (izquierda), y determinando su abundancia relativa, en
relacion al area que ocupaba cada uno de la placa de Petri, los efectos de la
competencia, se evalud, utilizando las placas control, con cada especie creciendo en
forma aislada (Derecha), El gradiente ambiental, se generé por cambios en la

concentracion de extracto malta de cada placa (centro).

Para determinar la intensidad de la competencia entre los tratamientos se evalud la
competencia difusa sobre cada cepa, o sea el efecto que tienen las especies de la
comunidad experimental sobre una especie focal. Para ello se compararon cambios en
el radio de crecimiento de cada cepa (a) coexistiendo con el resto de las especies (b,c
y d), con los cambios en el radio de crecimiento de la especie (a) creciendo sola. El
efecto de la competencia difusa sobre la cepa a se estimé usando la siguiente formula.

Ra(b,c,d) — Ra
Ra

Ef(a) =
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Donde Ef(a)= Efecto de la competencia difusa sobre la cepa “a” en una comunidad
formada por las especies “a,b,cyd”; Ra= Radio de la colonia de Ia especie ‘"
creciendo sola; Ra (b,c,d) = radio de la colonia de la especie “a” creciendo con las
especies “b, ¢ y d”. Valores cercanos a cero indican ausencia de competencia; valores
negativos indican presencia de competencia. El efecto de la competencia difusa sobre
cada cepa de la comunidad, nos da el nivel de competencia interespeclifica. Este valor
se obtuvo de la siguiente manera: para cada réplica se midié el efecto competitivo
sobre cada una de las 4 especie, obteniéndose asi un promedio del efecto competitivo

sobre las tres réplicas por tratamiento, obteniéndose asf un total de 12 valores “4
valores por réplicas x 5 réplicas)

Andlisis estadistico.

Para verificar el efecto de la disponibilidad de recursos y el grado de parentesco, se
realizé un ANDEVA, previa comprobacion de los supuestos requeridos para este tipo
de analisis (prueba de normalidad por test de Kolmogorov Smimov y prueba de
homocedasticidad por test de Levenne) (Sokal and Rohlf, 1995). En los casos que no
se cumplieron los supuestos, se aplicé test de Box-Cox para realizar las
transformaciones requeridas. En los casos que se detecté un ANDEVA significativo, se

aplico una prueba a posteriori para identificar el par de tratamiento que eran diferentes
(test de Tukey, P<0.05).




RESULTADOS

Rasgos funcionales y jerarquias competitivas.

Ninguno de estos caracteres relacionados con la habilidad competitiva se asocié a una
especie en particular, distribuyéndose en forma aleatoria, sobre el arbol filogenético
(Figura 5). La aleatorizacién de los valores de caracteres a través de los apices del
arbo! filogenético, no mostré una distribucion correfacionada con la distancia
filogenética entre los organismos componentes de! arbol, por lo que se considerd que
no exista una sefial filogenética (Anexo 4).

Las cepas Trichoderma virens (Thvichu) y Trichoderma ovalisporum (Thshanomila),
mostraron la mayor capacidad de disminuir el crecimiento del resto de las especies,
siendo ambas capaces de producir compuestos difusibles y generar micoparasitismo
sobre sus competidores. Cabe destacar que las correspondientes a la especie T.
virens, mostraron jerarquias de competencia tanto altas como bajas (figura 4). Pese a
que la especie T. virens (San Pedro), presento los 3 caracteres que sugieren habilidad
competitiva, mostré la jerarquia competitiva mas baja obtenida de los experimentos
binarios (Figura 4). Se obtuvo una correlacién positiva entre la jerarqula competitiva de
cada especie y la liberacion de compuestos difusibles (r=0.86; p<0.01) asi como la
capacidad de micoparasitismo (r=0.72; P<0.05).

Evaluacion de fa competencia difusa

Ef nivel de parentesco y la disponibilidad de recursos afectaron significativamente la
intensidad de la competencia difusa. Ademds, se detecté una inferaccién
estadisticamente significativa entre estos dos factores (Tabla 2; Figura 4}, lo cual
sugiere que en comunidades con bajo nivel de recursos la competencia fue siempre
mas intensa independiente del grado de parentesco.
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Diversidad de especies

El grado de parentesco y la disponibilidad de recursos afectaron significativamente la
diversidad de especies; no se detectd una interaccién estadisticamente significativa
entre ambos factores {Tabla 3). Ambos factores contribuyeron a la reduccién en la
diversidad de especies, pero fue mas intenso el efecto de la disponibilidad de recursos
(Figura 5). Se obtuvo que tanto, en fa condiciéon media como baja de recursos las

comunidades menos emparentadas expresaran las menores reducciones en la
diversidad (Figura 6).

Estructura Filogenética

El grado de parentesco y la disponibilidad de recursos, modificaron significativamente
la estructura filogenética de la comunidad fungica (Tabla 4). Ademas se detectd una
interaccidn estadisticamente significativa entre ambos factores, lo cual sugiere que los
cambios mas intensos se produjeron en el tratamiento con menor disponibilidad de
recursos (Figura 7) En esta condicién experimental, los resultados fueron diversos, por
ejemplo, mientras que la comunidad altamente emparentada disminuyé
significativamente su grado de parentesco (lo esperado); las comunidades de
parentesco bajo y medio incrementaron significativamente su grado de parentesco
(Figura 6); por el contrario, en la condicién de elevada disponibilidad de recursos, no se
detectaron cambios significativos en el grado de parentesco (Figura 6).
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Figura 5. Reconstruccién filogenética de las cepas de Trichoderma (obtenido por
méxima verosimilitud) y caracteres asociados a habilidad competitiva: Jerarqula

competitiva, Produccion de sustancias Difusibles (Dif.) y Micoparasitismo (Mic).

*1 presencia del caracter; 0 ausencia del caracter.
Phylogenetic reconstruction of Trichoderma strains and competition ability related :

Siderofores (Sid.), Difusibles (Dif.), mycoparasithism (Mic) and Competition Ranking

*1 presencia del caracter; 0 ausencia del caracter.

*1 character presence; 0 character absence.
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Tabla 2 Efecto de grado de parentesco y la disponibilidad de recursos sobre la
intensidad de la competencia difusa presente en las comunidades experimentales de
Trichoderma, en un ensayo de microcosmos, Effect of relatedness and resource

availability, on diffuse intensity competition in communities of the genera Trichoderma
in microcosm’s trial

Sumade || Gradode || Media de los F p
cuadrados | libertad cuadrados
Grado de
Parentesco 0,67 2 0,33 9,35 0,0002
Disponibilidad de
| recUrSos 0,43 2 0,21 5,98 0,004
| Interaccién 038 || 4 | 0,09 | 288 | 0,03
| Error 358 | 18 | 0,03 | I
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Figura 6: Efecto del grado de parentesco y riqueza de recursos sobre la intensidad de
la competencia difusa en comunidades de hongos del género Trichoderma, en
condiciones in vitro.

Letras iguales indican ausencia de diferencias estadisticas Tukey HSD, P<0.05. Effect
of relatedness and resource availability, on diffuse intensity competition in communities
of the genera Trichoderma in vitro conditions.

Same letter show absence of statistical differences Tukey HSD (P<0.05)
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Tabla 3.- Efecto de grado de parentesco y la disponibilidad de recursos sobre la
diversidad (Indice de Simpson) en comunidades de Trichoderma, en un ensayo in vitro.
Effect of relatedness and resource availability, on diversity (Simpson Index) in
communities of the genera Trichoderma in in vifro trial

Suma de Gradode [Media de los F p
cuadrados libertad cuadrados
Grado de
Parentesco 0,10 2 0,05 4,57 0,02
Riqueza del
medio 0,439 2 0,21 19,12 0,001
| Interaccion || 0,074 | 4 [ oo1s || 163 | 0,21
| Error o020 ][ 18 | o011t | I |
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Figura 7: Efecto del grado de parentesco y la disponibilidad de recursos sobre la
diversidad (Indice de Simpson) de comunidades de Trichoderma, en condiciones in
vitro.

Letras iguales indican ausencia de diferencias estad(sticas Tukey HSD, P<0.05.

Effect of relatedness and resource availability, on diversity (Simpson Index) in

communities of the genera Trichoderma in vifro conditions. Same letter show absence
of statistical differences Tukey HSD (P<0.05)
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Tabla 4 Efecto de grado de parentesco y la disponibilidad de recursos sobre los
cambios en el grado de parentesco en comunidades de Trichodenmna, en un ensayo in
vifro. Effect of relatedness and resource availability, on relatedness grade in
communities of the genera Trichoderma in vitro trial

Suma de }|Grado de|| Media de los F p
cuadrados|j libertad cuadrados
Grado de
Parentesco || 9966:67 2 4533,33 157,91 < 0,0001
Riqueza del
edio 397,23 2 198,61 6,91 0,0059
interaccion || 141803 || 4 || 35451 |l 12,34 < 0,0001
[ Error | s1672 | 18 | 28,70 | | |
i Tiempo | 106226 | 1 | 108226 || 37,00 | < 0,0001
Tlempo x < 0,0001
Parentesco || 2999:07 2 1499,53 52,23
Tiempo x
Riqueza medio || 397+23 2 198,61 6,91 0,0059
Tiempa x
Riqueza medio x{ 1418,08 4 354,51 12,34 < 0,0001
TG. Parentesco
| Error 516,723 36 28,70
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Figura 8: Efecto del grade de parentesco y la disponibilidad de recursos, sobre los
cambios en la estructura filogenética medido como el indice de parentesco neto (NRI),
en comunidades del género Trichoderma, en condiciones in vitro.

Letras iguales indican ausencia de diferencias estadisticas Tukey HSD, P<0.05.

Effect of relatedness and resource availability, on the phylogenetic structure variation,
asses as net relatedness index (NRI), in community's og the genera Trichoderma in
vifro conditions.

Same letter show absence of statistical differences Tukey HSD (P<0.05)




DISCUSION Y CONCLUSIONES

Los resultados mas importantes de este estudio, se pueden resumir de la siguiente
manera: tanto el grado de parentesco como la disponibilidad de recursos afectaron,
significativamente la intensidad de la competencia interespecifica, lo cual a su vez
implicd una reduccién en la diversidad de especies y cambios significativos en la
estructura filogenética de las comunidades, existiendo un efecto combinado de estos
factores sobre las variables respuestas,

Los ensambles més emparentados fueron las mas intensamente afectadas por la
competencia, en especial en las condiciones de escasez de recursos. La disponibilidad
de recursos, fue mas importante que el grado de parentesco en sus efectos sobre la
estructuracion comunitaria de Trichoderma. Asl, las predicciones de la HCP se ven
corroboradas en términos generales, detectandose adernds un efecto mas intenso de
la contingencia ecol6gica (recursos), sobre la estructura comunitaria; asi la
contingencia ecoldgica tendria un rol modulador sobre los efectos histéricos que
afectan la estructura de las comunidades.

Competencia y estructuracion de comunidades

Los atributos funcionales que explicarian la competencia obtenida en este trabajo
parecen ser la liberacion de compuestos difusibles y el mico-parasitismo, como ha sido
ampliamente reportado en otros trabajos (Cook, 1989: Harman 2000; Benitez et al.
2004). Es interesante destacar, que, en todas las condiciones experimentales, las
cepas que se extinguieron fueron, las con menor jerarquia competitiva (Anexo 2), lo
que por una parte respalda la determinacion de dicha jerarquia y respalda atin més Ia
pre-eminencia de la escasez de recursos sobre el grado de parentesco como el
mecanismo estructurador de las comunidades.

De acuerdo con lo esperado, la competencia es potenciada por una condicién limitante
de nutrientes; es materia de debate si es que en este tipo de organismos (los hongos)

el mecanismo inhibitorio es sencillamente sobre crecimiento producto de una elevada
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tasa de crecimiento, efectos alelopaticos por la liberacién de compuestos difusibles o
bien mico-parasitismo en el cual un tipo de hongo consume a otros (Harman 2000,
Cook, 1989). Este tipo de mecanismo inhibitorio es bastante diferente a lo que se
podria esperar para plantas vasculares o animales, en los cuales es posible reconocer
inequivocamente a la competencia por explotacién como el principal mecanismo
estructurador de las comunidades (Solivieris 2011; Losos 1998). Es interesante notar
que en los hongos existen limites sutiles entre competencia y depredacién (Cook,
1989); esta condicion idiosincratica deberfa ser estudiada con mayor atencion para
dilucidar hasta qué punto los marcos tedricos relacionados con la competencia, son

aplicables para el estudio de Ia ecologla comunitaria de los hongos (Mahelari and
Klironomos, 2007).

Es necesario considerar ademas que las condiciones experimentales de nuestro
estudio, probablemente forzaron la existencia de la competencia, al generar un
ambiente homogéneo, sin refugios u otras fuentes de heterogeneidad ambiental que
permiten la coexistencia entre especies con distintas habilidades competitivas (Tilman,
1994; Grace et al., 1993; Bowker et al,, 2010), por lo cual la proyeccién de estos
resultados hacia las comunidades naturales de hongos debe ser tratada con
precaucion.

Otro aspecto metodolégico a considerar es Ia manera como se evalud la competencia
interespecifica en este estudio; en esencia se evalus el promedio de la competencia
difusa, actuando en cada tratamiento. Esto pudo haber diluido la importancia de
algunos atributos competitivos, que pudieran ser relevantes en una interaccién binaria
y ademas incrementar los efectos competitivos al ser las especies afectadas por la
totalidad del resto de las especies. Sin embargo, es muy probable que la competencia
difusa sea la forma como las especies interactian en las comunidades naturales
(Connell, 1980, Miller et al. 2014,). Es interesante notar que de acuerdo a lo esperado,
las especies que se extinguieron en los tratamientos experimentales, eran aquellas con
las menores jerarqulias competitivas.
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Hipdtesis de Darwin.

En nuestro estudio, las predicciones de Darwin, tuvieron un soporte emplrico positivo;
sin embargo, el disefio experimental nos permitié identificar una mayor complejidad de
respuestas. En ausencia de competencia (fratamiento con abundancia de recursos) el
parentesco filogenético de las especies fue irrelevante, mientras que, en la condicién
de escasez de recursos, todas las comunidades experimentales expresaron respuestas
significativas. Se destaca e! hecho de que la disminucién en la diversidad de las
comunidades, se debié a exclusiéon competitiva (constatado por la disminucién en la
riqgueza de especies) mas que en cambios en dominancia de las especies, lo cual es
consistente con un proceso mediado por competencia interespecifica intensa entre

competidores fuertes y débiles (Webb et al. 2002; Cavender-Bares, Keen, and Miles
2008).

Un aspecto novedoso de este estudio es la distribucion de los rasgos funcionales
dentro de la filogenia (ad-hoc) construida para el grupo. Tedricamente, la HCP supone
que los caracteres asociados a competencia entre especies emparentadas, sean
conservados, es decir tengan una fuerte sefial filogenética (Cavender-Bares et al.
2004); esto no ocurrid, en nuestro estudio: los caracteres convergieron entre las
especies, independientemente del linaje (ANEXO 3). Asl, a pesar que los caracteres
funcionales considerados no expresaron una sefial filogenética, las predicciones que
emergen de la hipétesis de competencia/parentesco de Darwin, continGta teniendo
validez, Estos resultados sugieren que la filogenia ad-hoc construida y la escala
temporal de nuestro estudio no permitieron capturar la existencia de sefial filogenética
en los rasgos estudiados. Es posible que, en estudios de comunidades naturales, las
cuales han evolucionado en escalas de tiempos bastante mayores, sea posible
detectar la existencia de sefial filogenética (si es que ésta existe).

Uno de los primeros intentos de integrar la filogenia molecular, con experimentos de
competencia en comunidades terrestres fue un meta-analisis (Cahill et al. 2008). Este
estudio entregd poca evidencia, de competencia entre especies emparentadas; la
mayor cantidad de estudios se han realizado en el contexto de la ecologia de

comunidades y la filogenia se ha realizado en plantas vasculares a lo largo de
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gradientes ambientales donde las interacciones dominantes se ubican en un continuo
entre competencia y facilitacién (Webb et al. 2002; Cavender-Bares et al, 2004,2009,
Solivieri et al. 2011; Fritschie et al 2014), Estudios experimentales mas recientes
(Jiang et al. 2010, Burns and Strauss 2011, Violle et al. 2011, Peay et al. 2012, Tan et
al. 2012, Best et al.2013), han reportado relaciones entre parentesco tanto como de
incremento como de disminucién de la intensidad de interacciones de competencia.

En comunidades experimentales de bacterias, se observé que el nivel de parentesco
de las especies componentes de comunidades experimentales, decrecia con el
aumento de la disponibilidad de carbon organico, siendo asociado a una disminucién
de la competencia inter-especifica, aun cuando no pudo ser demostrado
experimentalmente (Horner-Devine & Bohanan, 2006). Esto se condice parcialmente
con nuestro experimento donde comunidades con un parentesco inicial bajo, mostraron
una tendencia a incrementar este parentesco frente a una disminucién de las fuentes
de carbono, pero comunidades con un nivel de parentesco inicialmente alto, mostraron
una disminucién marcada de este parentesco (Figura 5). En un estudio en que se
generaron comunidades con un mismo nimero de especies de hongos micorricicos,
Maherali & Klironomos (2007) enconfraron una menor riqueza de especies en
comunidades, conformadas por hongos de una sola familia, en comparacion con las
comunidades, compuestas por hongos de 2 o 3 diferentes familias. Asl mismo en un
experimento de invasidn de bacterias, Jiang et al. (2010) mostré que la frecuencia de
establecimientos exitosas de bacterias invasoras, decrecla a medida que se
incrementaba el parentesco filogenético con la comunidad bacteriana nativa,
suponiendo que fuertes interacciones de competencia, resultaban en baja riqueza de
especies y en invasiones fallidas, en cada estudio respectivamente. De Ja misma
forma, en experimentos con protozoos también se ha encontrado fuerte evidencia, que
mientras mayor el nivel de parentesco, mayor es la intensidad de la competencia
(Violle et al 2014). En las comunidades naturales, sin embargo, es posible que, dado
que las condiciones y los recursos varfan tanto en tiempo como espacio, las
posibilidades que ocurra competencia incluso cuando el parentesco entre especies es
alto, se ve disminuida y por lo tanto las especies van a persistir mas bien en relacién
con sus requerimientos de nicho fundamental (Fox 2002; Jiang & Morin 2004).
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Nuestro estudio, hace tres aportes interesantes: (i) nuestro experimento fue realizado a
lo largo de un gradiente ambiental (de recursos) lo cual puede tener importantes
implicancias tedricas por cuanto las interacciones de competencia pueden pasar a ser
reemplazadas por facilitacién. Esto puede ser particularmente importante para plantas
vasculares (Solivieris et al 2011); en nuestro estudio, sin embargo, nosotros no
pudimos detectar este tipo de cambio; de hecho, la competencia se vio intensificada a
medida que disminula la disponibilidad de recursos. (ji) nuestro disefio experimental
incluye explicitamente la evaluacién de la competencia inter-especifica, en particular
competencia difusa, actuando sobre cada una de las especies. De hecho, lo mas
frecuente es inferir [a competencia a partir de los cambios estructurales observados en
las comunidades (Cavenders-Bares 2009; Solivieris 2011). Esto puede ser una
limitacién por cuanto se sabe que existen otros factores que también pueden modificar
la estructura de las comunidades en un sentido similar a la competencia inter-
especifica, tales como depredacién, facilitacion, especiacion alopétrica, migraciones y
extinciones locales (Losos 2008; Pigot 2014; Soliviers et al 2011; Mayfield and Levine
2010 Cavender-Bares et al. 2009; Valiente-Banuet & Verdu 2007). (jii) Ninguno de los
estudios antes mencionados, se realizé con organismos, capaces de ademéas de
competir, depredar a sus congéneres como es el caso de Trichoderma (Cook, 1989;
Harman et al 2000). Este hecho afiade mayor complejidad a la comprensién de la
estructura de [as comunidades, al menos en organismos unicelulares, pues es
necesario también considerar las caracteristicas idiosincraticas de las especies que
conforman las comunidades. Bajo un contexto de depredacion actuando
simultaneamente con la competencia, podria ser que el efecto positivo de un hongo
competidor fuerte y depredador a la vez actue en forma sinérgica, de modo de reducir
con mas intensidad la diversidad de especies.

Dilucidar cuan extrapolables son los resultados que se obtengan de experimentos
manipulativos a la comprensién de las comunidades naturales, donde existe, entre
otras cosas, una alta heterogeneidad ambiental, constituye un desafio pendiente, en
especial en organismos como los hongos, donde se ha determinado que la estructura
en horizontes del suelo, podria permitir la coexistencia de especies emparentadas
ocupando nichos divergentes (Taylor et al 2014).
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En conclusion, el nivel de parentesco que se establece, en el momento de conformarse
una comunidad, generara efectos diferenciales en la estructura de las comunidades,
los cuales estarian modulados, por la disponibilidad de recursos. En segundo lugar, la
inclusion de otras interacciones biolégicas como la depredacion en la determinacion de
la estructura filogenética de las comunidades, constituyen un desafio que deberia

enfrentarse en futuros estudios comunitarios que incluyan las relaciones filogenéticas
de [as especies.
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APENDICES

Apendice 2 Composicién de las comunidades, asi como caracteres determinados para
cada cepa (Produccién de Difusibles (Dif.), mico parasitismo (Mic), y Jerarquia de

competencia (JC). Y presencia (1) ausencia (0) de cada cepas al finalizar en ensayo en
cada una de las condiciones de riqueza del medio.,

Estructura Cepas Jerarquia
Incial iniciales Rico | Medio | Pobre | competitiva | Dif | Mic
agregada thshanomila 1 1 1 62 1 1
agregada . thqueule 1 1 1 52 1 1
agregada thsanpedro 1 0 0 29 1 1
agregada hvira 1 0 0 41 0] 1
sobredispersa tporilla 1 1 1 40 0| 1
sobredispersa hvsher 1 1 1 45 0| 0
sobredispersa hvtem 1 1 0 37 0|0
sobredispersa hvten 1 1 0 35 010
Azar hvsher 1 1 1 45 010
Azar hvten 1 0 0 35 0l O
Azar _tgavichu 1 1 1 61 111
Azar tporilla 1 0 0 40 0 1
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Anexo 3 Arboles obtenidos de recostruccion filogeneitca

Parsimonia
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Parametros del Arbol

Numero de caracteres informativos = 607

Gaps tratados como “ausentes™

Optimizacién de estado de caracteres: Transformacién acelerada (ACCTRAN)
Numeri de arbéles = 1

Large del arbol = 941

Indice de consistencia (Cl) = 0.9299

Indice de Homoplasia (HI) = 0.0701

Cl excluyendo caracteres no informativos = 0.9267
HI excluyendo caracteres no informativos = 0.0733
Indice de Retencién (RI) = 0.9382

Indice de consistencia re escalado (RC)=0.8724

Maxima Verosimilitud
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Parédmetros del Arbol

Numero de tipos de sustitucién = 2

Optimizacion de Largo de rama = 1-dimensional Newton-Raphson con limite
=20, delta=1e-006

-In L (unconstrained) = 4975.93795

-Ln likelihood = 3875.29516v

Nimero de arboles = 1
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Inferencia Bayesiana

gib

TOsha

Tisher

TLorilla

TViem

TVgue

re—— Vg0

Numero de Arboles= 9

1 [p = 0.320, P = 0.320]
2[p=0.316, P = 0.636]
3[p=0.313, P =0.949]
4[p=0.013, P =0.962]
5 [p=0.012, P = 0.975]
6 p=0.012, P = 0.987]
7 [p=0.005, P =0.992]
8 [p=0.005, P =0.997]
9 [p = 0.003, P = 1.000]

Anexo 4 Determinacion de sefial filogenética de caracteres asociados a competencia,
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Los caracteres, relacionados a competenicia fueron contrastados con la reconstruccion
filogenética de las cepas de Trichoderma, determinandose si eran conservados o no
(significativo para seifial filogenética por medio de contrastes de la dispersion de la
desviacién estandar DS), para lo que se utilizé el software Phylocom (Webb et al.
2008). La seiial filogenética es definida, como la tendencia de parientes cercanos, a
parecerse uno al ofro en ausencia de un proceso en particular, que pueda ser
responsable de la evolucion del patrén de rasgos (Blomberg and Garland, 2002). La
correlacion de rasgos con la filogenia, son testeados en funcién a contrastes
independientes, donde la significancia estadistica es realizada, por la aleatorizacion de
los valores de rasgos a través de los apices del arbol filogenético, determinando si ia
distribucion de estos esta correlacionada a la distancia filogenética entre los
organismos componentes del &rbol, generando un valor AOT por permutaciones,
siendo los valores menores a 0,05 significativos.

Los datos obtenidos, fueron contrastados con la reconstruccién filogenética de las
cepas de Trichoderma, determindndose si eran conservados o no (significativo para
sefial filogenética), para lo que se utilizé ef software Phylocom (Webb et al. 2008)

Caracter Tipo caracter AOT
Difusibles Convergente 0,14
Micoparasitismo Convergente 0,31

Capacidad Competitiva Convergente 0,45




DISCUSION GENERAL

Aproximacion observacional

Nuestro trabajo de campo, nos permite sugerir que la distancia geografica no es una
variable relevante para la estructuracién de las comunidades de hongos; de hecho, se
observé que la abundancia, la riqueza vy diversidad ( especifica y filogenética) de las
comunidades no se correlaciona con las distancia geografica, como ya ha sido
reportado para comunidades de hongos {Pellissier et al. 2014), reforzando asi la idea
general que “todo esta en todas partes y es el ambiente el que selecciona”, lo cual
implica ausencia de limitaciones a la dispersién de los microorganismos (de Wit &
Bouvier, 2006; O'Malley, 2007), pudiendo ser la temperatura la variable forzante para la
estructuracion de las comunidades locales (Tedersoo et al. 2012).

Oftro resultado relevante fue que ninguna de las comunidades seleccionadas en el
campo tenla una estructura filogenética al azar. O sea, todas las comunidades estaban
o significativamente sobre dispersas, o que se esperarfa como producto de
competencia o bien significativamente agrupadas, lo que se esperaria por efectos de
filtro ambientales que operan sobre las especies en funcién de requerimientos de
nichos similares. Dada la escala relevante para los microrganismos en estudio, las
muestras pueden haber sido insuficientes para detectar una estructura filogenética
aleatoria o este estado constituiria asf un estado transiente de la comunidad el cual
répidamente evoluciona hacia estructuras filogenéticas mas estables, como fue
detectado en condiciones de campo. Por lo que seria recomendable realizar
muestreos posteriores a perturbaciones relevantes para dichos organismos.

La ausencia de grandes diferencias entre [os puntos de colecta en diversidad (Indice
de Simpson) y la alta diversidad filogenética encontrada en glaciar Exploradores, nos
hace cuestionarnos los enfoques  biogeograficos tradicionales, que muestran un
incremento de Ia biodiversidad hacia el ecuador (Hawkins 2001). Donde los niveles de
contrastes presentes a escala local serian mas relevantes que los patrones geogréficos
a gran escala, siendo el nivel de contrastes en factores abidticos tales como
temperatura, humedad, pH y nitrageno del suelo (Bahram et al. 2012, Hanson et al.
2012, McGuire et al, 2012). Nuevamente hay que indicar que nuestro esfuerzo de
muestreo puede ser insuficiente,

La deteccion de hongos del genero Trichoderma en microambientes sin presencia de
plantas (sedimento de Laguna del Maule; hielo glaciar, sedimento de glaciar de rocas y
de mulanes), sumado a la capacidad de trasformar a sus congeéneres en recursos,
permitira a estos organismos, estructurar sus comunidades en forma independiente de
la de la diversidad de plantas y diversidad funcional ¢omo ha sido postulado
previamente (Peay et al. 2013)

Las conclusiones de la caracterizacién de las comunidades, del hongo Trichderma, a
través de una variabilidad de ambientes, con distancias de mas de 4.000 km, nos
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permitié. demaostrar la importancia del nivel de contrastes, ambientales a escala de
microorganismos, tanto sobre riqueza, diversidad y estructura filogenética de las
comunidades de este hongo, que puede hacer que los gradientes tradicionales (latitud,
altitud), sean irrelevantes para este tipo de organismos.

Aproximacién experimental

Se demostrd experimentalmente que [a competencia interespecifica es importante y
que, para el caso de organismos como los hongos, es una fuerza estructuradora de
las comunidades, como ha sido ampliamente enunciado (Tilman 1982; Weiher & Keddy
1999, Pausas & Verdu, 2010), la cual puede ser modulada per e! contexto filogenetico
de las comunidades (Maherali and Klironomos 2007, Webb et al. 2002).

La evaluacion en forma simultanea y explicita de la disponibilidad de recursos y
parentesco filogenético nos muestra que existen sinergias entre ambos procesos, a
diferencia de lo normalmente planteado, en que se asumen como procesos que actuan

en forma separada (Webb et al. 2002 Cavender-Bares et al. 2004) o en forma opuesta
{Scliveres et al. 2011).

Otros aspecto controversial de este estudio es que la distribucién de los rasgos
funcionales dentro de ia filogenia (ad-hoc) construida para el grupo, donde
tedricamente, la HCP supone que los caracteres asociados a competencia entre
especies emparentadas, sean conservados, es decir tengan una fuerte sefial
filogenética (Cavender-Bares et al. 2004); esto no ocurrié, en nuestro estudio: los
caracteres convergieron entre las especies, independientemente del linaje (ANEXO 3).
Esto podria deberse a que la escala temporal del experimento y/o la manipulacién
experimental de las especies oscurezca la sefal filogenética, la cual deberia
expresarse en comunidades que habrian evolucionado en escalas temporales mayores
a la de nuestro estudio. No obstante lo anterior, las predicciones que emergen de la
hipétesis de competencia/parentescc de Darwin, fueron corroboradas
experimentalmente. Esto podria deberse a la ausencia de heterogeneidad ambiental,
que podria incrementar la importancia de la competencia (Zhou et al. 2002).

Este estudio sugiere que el marco teérico de la competencia interespecifica puede
resultar insuficiente para entender cémo se pueden estructurar las comunidades
naturales. En el caso de los hongos, por ejemplo, emerge la posibilidad de depredacién
{0 parasitismo) como una fuerza biética alternativa que puede estar actuando. Sin
embargo, no existe un cuerpo tedrico que haga predicciones especlficas sobre la
estructura de comunidades de competidores/depredadores muy o poco emparentadas.
Aqui se abre la oportunidad de estudiar con mayor profundidad los efectos de ofras
interacciones biologicas {mutualismo, depredacién) sobre la estructura filogenética de
las comunidades y la distribucién de rasgos asociados a estas interacciones.
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