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Resumen

La evidencia empirica sugiere que el resultado de una invasién bioldgica es una
funcién de la presion de propagulos, las caracteristicas abisticas del ecosistema
invadido y las caracteristicas bibticas de Ia comunidad receptora y la especie
invasora. Aunque existen muchos estudios sobre la ecologia de invasion de
animales y plantas, hay pocos estudios en microorganismos invasores. Ei objetivo
de este estudio es evaluar el efecto de la competencia interespecifica sobre e] éxito
del invasor T. harzianum en un contexio de baja y alta disponibilidad de nutrientes.
Para ello se seleccionaron dos especies flngicas para conformar una comunidad
experimental receptora. Se cultivaron las especies en un medio definido y otro no
definido a distintas concentraciones. Luego se realizaron enfrentamientos duales en
medio sélido entre T. harzianum y los hongos de la comunidad experimental bajo
condiciones de baja y alta concentracién de nutrientes utilizando medios definidos y

no definidos. Finalmente, utilizando los mismos medios de cultivo pero en estado

liquido, se realizaron ensayos de invasién en microcosmos, en los cuales se_

inocularon esporas del invasor T. harzianum en la comunidad experimental
previamente montada en microcosmos,

Las curvas de crecimiento obtenidas muestran que T. harzianum presenta Ja mayor
velocidad de crecimiento en ambos tipos de medio, esta diferencia es mas clara a
mayores concentraciones de nutrientes en los medios de cultivo. Los resultados de
los enfrentamientos muestran que la invasividad de T. harzianum es mayor cuando
éste crece en condiciones de aita concentracion de nutrientes, este resultado se
observa tanto en medios definidos como no definidos. Por otra parte, los resuliados
de los ensayos en microcosmos indican que T. harzianum no logra establecerse
bajo ninguna de las condiciones experimentales. Sin embargo, se observa e efecto

de la competencia interespecifica entre los hongos de la comunidad experimental.
vii
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ABSTRACT

Empirical evidence suggests that biological invasion outcome is a function of
propagule pressure, the abiotic characteristics of the invaded ecosystem and the
biotic characteristics of the recipient community and invading species. Although
exist many studies about animals and plants invasion ecology, there are few studies

on invasive microbes. The aim of this study is evaluate the efect of interspecific

competition on estabishment of the fungal invasor Trichoderma harzianum in

conditions of low and high resource supply.

For this purpose fwo fungal species were selected to form an experimental
community. The species were cultivated in a defined medium and other not defined
at different concentrations. Then were dual clashes in Petri dishes between T.
harzianum and fungi of the community pilot under conditions of low and high
concentration of nutrients using media-dt\aﬁned and not defined. Finally, using the
same culture media, tests were performed of invasion in microcosm, in which were
inoculated spores of the invader T, harzianum in the experimental community in
microcosm. Growth curves obtained show that T harzianum presents the largest
tate of growth in both types of medium, the difference is clearer at higher
concentrations. Results from the clashes show the invasiveness of T. harzianum is
greater when this grows in conditions of high concentration of nutrients, this result is
observed both in media defined as not defined. On the other hand, results from trials
in microcosm suggest that T. harzianum falls to be established under any of the
experimental conditions. However, there is the effect of the interspecific compefition

between fungi of the experimental community,

viii
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1. INTRODUCCION

De acuerdo con la Convencion de Diversidad Biolégica (www.chd.int), una especie
invasora es aquella que ha sido infroducida o diseminada mas alla de su darea de
distribucién natural y su potencial de dispersion, constituyendo una amenaza para la
diversidad biolégica local. En este sentido, diversos estudios han mostrado el papel
que juegan las invasiones biolbgicas en la pérdida de biodiversidad y en la alteracion
de procesos ecosistémicos (McKinney y Lockwood 1999; Sala y col. 2000).

En una revisién reciente, Catford y col. (2009) sefialan numerosas hipbtesis que
intentan explicar el éxito de las invasiones bioldgicas, detectando un alto grado de
redundancia en ellas y pudiendo esbozar como los principales factores determinantes:
la presién de prof)égulos, las caracteristicas bioldgicas de la especie invasora, las
caracteristicés abidticas del ambiente receptor y las caracteristicas biclogicas de Ia
comunidad receptora.

Entre los estudios que abordan [as caracteristicas abi6ticas del ambiente receptar,
s5e puede destacar el modelo propuesto por Davis y col. (2000) que plantea que [a
susceptibilidad a la invasién de una comunidad aumenta a medida que aumenta la
disponibilidad de recursos, ya sea por un aumento en el aporte de nutrientes, por una
disminucién en el consumo de nutrientes o ambas.

Por otra parte, entre los factores bidticos que afectan el éxito de una especie
invasora se puede mencionar el efecto mutualista que pueden tener las especies de la
comunidad receptora favoreciendo el establecimiento de invasores, o interacciones
antagonicas que pueden generar una resistencia bidtica a los Invasores (Callaway y

col. 2004; Levine y col. 2004).




Sin embargo, la mayoria de estas hipétesis han derivado del estudio de invasiones
de plantas y animales, donde se ha centrado gran parte del esfuerzo investigativo, pero
existen muy pocos estudios que busquen entender los factores determinantes de las
invasiones microbianas, entre ellas las invasiones fungicas y sus efectos (Desprez-
Loustau y col. 2007).

La utilizacién de hongos como modelos de estudio de invasiones biolégicas se
presenta como un importante desafio, ya que no solo constituye un aporte a la
compresion de las invasiones microbianas sino también, a la posibilidad de trabajar con
comunidades experimentales que permiten poner a prueba algunas de las hipétesis
propuestas.

Los estudios de invasiones microbianas son escasos, probablemente, debido a
que los microorganismos son considerados esencialmente cosmopolitas con altos
niveles de dispersion (Martiny y col. 2008). Sin embargo, algunos estudios han
mostrado que algunos microorganismos exhiben rangos de distribucion limitados
(Whitaker y col. 2003; Martiny y col. 2006; Telford y col. 2006) por lo que una
distribucién no cosmopcelita abre la posibilidad de que los microorganismos puedan
invadir nuevos hébitats con las consecuencias ecologicas que esto puede tener
{Litchman 2010).

Por esta razén, la utilizacién de un modelo de invasién fingica resulta importante
ya que los hongos son componentes relevantes de la microbiota, con una alta
diversidad de especies (Hawksworth 2001; Blackwell 2011), las cuales participan en los
ciclos biogeoquimicos y en el recambio de nutrientes especialmente en ambientes
aridos (Collins y col. 2008). Algunos autores han sugerido que en los suelos

semiaridos, la microbiota y la macrobiota pueden estar funcionalmente integradas a

través de una gran red flingica (*fungal loop”) la cual mejora la fertilidad del suelo,




optimiza la utilizacion de nutrientes y mantiene la humedad del suelo (Collins y col.
2008; Green y col, 2008).

A pesar de que la ecologia de invasiones no ha puesto mucha atencién a los
hongos (PyZek y col. 2008), se han descrito algunas especies invasoras como el
fitopatégeno Phytophthora cinnamomi introducido en Australia, o el hongo iéxico
Amanita phalloides introducido en Norteamérica (Desprez-Loustau y col, 2007).

En este estudio se busca evaluar el papel que cumple la competencia por
nutrientes limitados en una invasién fangica, para ello se utilizé como invasor al hongo
cosmopolita Trichoderma harzianum. Con este hongo se han desarrollado diversos
productos de uso agrlcola para el control biolégico de hongbs fitopatégenos, por lo que
se cuenta con informacién sobre su capacidad para competir con y depredar a ofras
especies fingicas (Wardle y 'col. 1993; Druzhinina y col. 2011). Ademas, se sabe que
T. harzianum posee una gran capacidad para colonizar nuevos habitats y competir con
especies flngicas residentes (Hjeljord y Tronsmo 1998), un ejemplo de ello son los
estudios de Zadworny y col. (2004) y De Jaeger y col. (2010) en los que se demuestra
como 7. harzianum puede parasitar a otros hongos beneficiosos para las plantas como
lo son los hongos ectomicorricicos y micorrizas arbusculares. Estas caracteristicas,
hacen de T. harzianum un buen modelo de invasor para la realizacién de ensayos en
comunidades flngicas experimentales.

Para evaluar la capacidad invasora de T. harzianum se utilizara una comunidad
receptora experimental minima compuesta de dos especies ftingicas: FPaecilomyces
variotif y Trichoderma novaezelandeae. Estas especies son comunes de encontrar en
suelos agricolas y en el caso de P. variotti es utilizada como agente biocontrolador
(Druzhinina y col. 2011; Suarez-Estrella y col. 2013). Para determinar si la competencia

es el factor que determina el éxito del invasor, se evaluara el comportamiento de T.
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harzianum en enfrentamientos duales con las especies de la comunidad receptora y en
un ensayo de microcosmos, bajo distintas condiciones de disponibilidad de nutrientes.
Se espera que una menor disponibilidad de nutrientes genere mayor competencia por
los recursos, reduciendo el éxito del invasor, por el contrario una mayor disponibilidad
de nutrientes reducirfa la intensidad de la competencia favoreciendo la colonizacion del

invasor.




Hipotesis

Si el éxito de una especie invasora depende de sus habilidades para competir con la
comunidad residente por los recursos disponibles, entonces T, harzianum serd mas
exitoso para colonizar cuando hay una reduccién de Ia intensidad de competencia

entre el invasar y la comunidad residente.

Objetivo General
Determinar el efecto de la competencia interespecifica sobre el éxito de invasién de T.

harzianum en un contexto de baja y alta disponibilidad de nutrientes.

Objetivos especificos

a) Determinar las velocidades de crecimiento de los aislados fiingicos seleccionados a
distintas concentraciones de nutrientes para definir las condiciones de cultivo en
contexios de alta y baja disponibilidad de nutrientes.

b) Determinar el éxito reproductivo {produccion de esporas) de los aislados fiingicos en

enfrentamientos duales entre 7. harzianum y los hongos de una comunidad

experimental en contextos de baja y alta disponibilidad de nutrientes.
c) Determinar el establecimiento del T. harzianum en una comunidad fungica
experimental en contextos de baja y alta disponibilidad de nutrientes.
d) Determinar el efecto del invasor sobre |la abundancia relativa de los miembros de la

comunidad residente.




2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Cepas fiingicas, cultivo de los hongos y determinacién de la utilizacién de
fuentes de carbono

Las especies fungicas utllizadas fueron Trichoderma harzianum (Th), Paecilomyces
variotii (Pv) y T. novaezelandeae (Tn). Estas especies son parte del cepario de hongos
del laboratorio de Ecologia Microbiana de la Facultad de Ciencias de la Universidad de
Chile. Las cepas se mantuvieron en medio PDA (Agar Papa Dextrosa) y se incubaron
a 25°C. La utilizacién de D-manitol para los ensayos posteriores se definio a partir de
perfiles metabédlicos en placas FF-Biolog™, por ser una fuente consumida por las trc;s

especies. En contraste, se utilizé el medio Papa-Dexirosa como medio rico no definido.

2.2. Curvas de Crecimiento

Las especies fungicas se cultivaron en dos medios: medio salino Vogel suplementado
con D-manitol (VM) y medio no definidko Papa-Dexirosa (PD) a distintas
concentraciones (0,1; 0,25; 0,5; 1,0 y 2,0 % p/v). Cada cultive fingico se prepard en
frasco de 50 mL con 15 mL de medio de cultivo inoculado con 107 esporas. Luego, se
incubaron a 25°C con agitacién a 150 rpm. El peso seco se midié cada 24 horas a
partir del tercer dia después de la inoculacién. Los cultivos se realizaron en duplicado y
para cada medicion se utilizaron muestras independientes (muestras desfructivas). Las
velocidades de crecimiento de las especies fangicas a las distintas concentraciones de
nutrientes en los medios de cultivo se determiné a partir de las curvas de peso seco
versus tiempo. Una vez calculadas las velocidades de crecimiento en las distintas

concentraciones, se ajustaron al modelo cinético de Monod.




2.3. Enfrentamientos duales

Los enfrentamientos duales se realizaron en medio sélido entre las siguientes especies
fingicas: 1) P. variotii / T. harzianum y 2) T. novaezelandeae / T. harzianum, utilizando
Los enfrentamientos se realizaron en dos tipos de medio, uno con una baja
disponibilidad de nutrientes (VM y PD 0,1%) y otro con una alta disponibilidad de
nutrientes (VM y PD 2%). Cada placa se inoculd con 10% esporas de cada espt—;cie de
hongo en dos puntos a 4 cm el uno del otro (Figura 1).

Las placas se incubaron durante 10 dias a 25°C, se monitored el enfrentamiento
tomando fotografias diariamente, y al término de la incubacién se cortaron dos trozos
de gel equivalente a 0,3 cm?® en la zona de enfrentamiento de cada colonia (Figura 1).
Luego, se re-suspendié cada trozo de gel en 1 mL de agua destilada, se agitoé por 5
minutos para posteriormente cuantificar el niimero de esporas en una camara de
Neubauer. Las esporas de las especies fingicas estudiadas son distinguibles
morfolgicamente al microscopio (ver Anexo). Para determinar si existen diferencias

significativas entre los tratamientos se realiz6 una prueba de Mann-Whitney.




Figura 1. Esquema de enfrentamientos duales, el centro de una colonia se encuentra a 4 cm de
la otra. En blanco, una representacién de los cortes de gel realizados en la zona de

enfrentamiento de las colonias fungicas.

2.4. Ensayo de invasion de Trichoderma harzianum en microcosmos

Con el objetivo de ensayar la invasién de T. harzianum en una comunidad
experimental, se conformaron comunidades compuestas por los hongos P. variotii y T.
novaezelandeae de manera de poder determinar el éxito del invasor en condiciones de
baja y alta concentracién de nutrientes.

Las comunidades experimentales se construyeron en microcosmos usando 0,3 g de
lana de roca estéril como sustrato, en botellas de vidrio con una proporcién de 1:5 (v:v)
sustrato:aire. El sustrato estéril y libre de materia organica se enriquecié con el
correspondiente medio de cultivo a la concentracién preestablecida hasta alcanzar un
60% de la capacidad de retencion de agua. A partir de ellos, se realizaron los

tratamientos, por triplicado, considerando un disefio factorial en que los factores fueron:




medio de cultivo a baja y alta concentracion de nutrientes, presencia (+1) o ausencia (-)
del invasor, y tres tiempos de muestreo (0, 4 y 10 dias post-invasion) (Figura 2).

Los hongos de la comunidad se inocularon en los medios de baja y alta concentracion
de nutrientes a una concentracion de 10° esporas/g de sustrato y se incubaron a 25°C
durante 48 h antes de la invasion por T. harzianum. En el tO dpi (dias post invasion) se
inoculé el invasor a una concentracion de 10° esporas/é de sustrato. Cada ensayo se

realizé en triplicado.

con Th (+) sin Th (-1)

AD

Invadido
Control

X 3

BD

Invadido

Control

l Dias de Muéstreol .
]
| ! >
3 T4 T10

Ensayo de invasidn

Figura 2. Esquema de ensayos de invasion. La comunidad experimental compuesta por T.
novaezelandeae y P. variotii (Tn + Pv), se ensamblé 3 dias previos a la invasion (-3) y se incubd
en dos medios distintos, ambos con alta (AD) y baja (BD) concentracién de nutrientes. EI TO
indica el momento de la invasion, mientras que el T4 y el T10 corresponden a 4 y 10 dias post-
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invasion (dpi) por T. harzianum (Th), respectivamente. Todos los ensayos se realizaron por
triplicado.
2.5. Monitoreo de la comunidad experimental

Para evaluar la invasion de T. harzianum (Th) en la comunidad fingica experimental
compuesta por P. variolii (Pv) y T. novaezelandeae (Tn) se realizaron dos
aproximaciones expetimentales: i) se determiné la produccién de esporas de las fres
especies fingicas y ii) se determiné la abundancia relativa de cada una de ellas
mediante perfiles de DGGE de los amplicones correspondientes a la regidn intergénica

(ITS2) que separa los genes ribosomales 5,88 y 28S.

2.5.1. Produccidn de esporas

Para cuantificar la presencia de cada componente de la comunidad y el invasor, se
determiné la produccién de esporas de cada uno {los hongos seleccionados producen
esporas distinguibles morfoldgicamente que permiten su cuantificacién diferencial). A
partir de una suspensién de 1 mL de cada uno de los microcosmos se cuantificaron
esporas en una camara de Neubauer para determinar la produccién de propagulos de

los hongos de la comunidad y del hongo invasor.

2.5.2, Perfiles de DGGE

Para detectar los cambios producidos en la abundancia relativa de los componentes de
las comunidades (control e inoculada) durante el tlempo de incubacién de los
microcosmos, se procedid a amplificar [a regién 1TS2 que separa los genes del RNA
rbosomal 5.88 y 28S. La mezcla de amplicones se separd mediante DGGE
(Denaturing Gradient Gel Electrophoresis). Para evaluar el efecto del invasor se

compararon los perfiles de DGGE y se determind la proporcién relativa de cada
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amplicon. Para ello, el DNA de cada muestra se purificé utilizando el “Power soil DNA
Isolation Kit” (MoBio Laboratories, Inc) segtn las indicaciones del fabricante. El DNA
extraido se visualizo mediante electroforesis en geles de agarosa al 0,8% {(p/), en
buffer TE (Tris-HC! 10 mM y EDTA 1 mM pH 8,0), y tefiidos con GelRed™ (Biotium)
para determinar la calidad e integridad del DNA. La concentracion de DNA obtenida de
cada muestra se determino espectrofotométricamente usando un lector Epoch (Biotek).
Para las reacciones de amplificacién por PCR se utilizo GoTag® Green Master Mix 1X
(Promega) y los partidores ITS3 con GC clamp (ITS3GC) e ITS4, los cuales permiten
amplificar la region ITS2 del DNA gendmico de hongos (White y col. 1990; \Nikolcheva y
col. 2005). El partidor ITS3GC tlene una secuencia idéntica a ITS3, a excepcién de su
extremo &' el cual posee una cola GC de 40-pb (“GC clamp”) necesaria para realizar el
ensayo de DGGE (Muyzeir y col. 1993). El tamafio esperado para los productos de
PCR corresponde a 370 pb, el cual fue corroborado mediante electroforesis en geles
de agarosa al 1,2% (p/v) tefiidos con GelRed™, previo al analisis por DGGE.

Para los perfiles de DGGE, los productos de PCR se separaron en geles de
poliacrilamida al 8% (p/v) en de buffer TAE 1X (Tris-acetato 40 mM y EDTA 1 mM), con
un gradiente desnaturalizante de 45% a 60% (100% de desnaturalizacién
correspondiente a 40% de formamida y 7M urea). La corrida electroforética se realizé-a
58°C, 50V por 16 h y los geles se tifieron con GelStar® Nucleic Acid Gel Stain. Las
imagenes del gel se registraron bajo luz UV con una camara digital marca Olympus.
Con las imagenes obtenidas, se determiné la concentracién de DNA de cada banda.
Para ello se midid la intensidad de las bandas utilizando el programa Imaged version
1.48. La intensidad de las bandas correspondientes a cada microcosmos se normalizo
respecto a la intensidad de las bandas de una mezcla control equimolar, formada por

los exiractos de DNA de los tres aislados fiingicos. Luego, utilizando los valores de la
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concentracion de DNA de los extractos de cada microcosmos, se determind la

abundancia relativa de cada especie de hongo en los microcosmos.




RESULTADOS

Crecimiento de los hongos bajo las distintas condiciones de cultivo

Cada especie fiingica se cultivé a distintas concentraciones de Ia disponibilidad de
nutrientes en los medios de cultivo utilizados, vy se construyé una curva de crecimiento
para cada caso (datos en anexo). A partir de las curvas de crecimiento se determing la
velocidad de crecimiento en las distintas condiciones de cultivo. Con estos datos se
construyeron las curvas de velocidad de crecimiento versus concentracion de sustrato
de T. novaezelandeae (Tn), P. variotti (Pv) y T. harzianum (Th) en los dos medios de
cultivo (VM: medio salino Vogel suplementado con D-Manitol y PD: medio no definido
Papa-Dextrosa). Todas las curvas de crecimiento, se ajustaron al modelo de Monod,
calculdndose la velocidad maxima de crecimiento (Vmax); la concentracién a la cual se
alcanza la mitad de la velocidad maxima (K,), y el coeficiente de determinacién R2
{Tabla 1).

Tabla 1. Parametros de ajuste de las curvas de acuerdo al modelo de Monod

VM PD
Tn Pv Th Tn Pv Th
Vinax 14,01 4,11 33,43 3,62 2,38 5,80
Ks 0,46 0,10 0,84 0,07 0,34 0,60
R2 0,81 0,89 0,97 0,84 0,92 0,86

Para el cultivo VM, T. harzianum presenté mayor crecimiento comparado con las otras
dos especies fiingicas en todo el rango de concentraciones ensayadas, pero sin
alcanzar su velocidad maxima de crecimiento. Las otras dos especies de hongos

alcanzaron su maxima velocidad de crecimiento entre el VM 1% y el VM 2% (Figura 3).
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Cuando los hongos se cultivaron en medio PD, la velocidad maxima de crecimiento
para T. novaezelandeae y P. varioti, se alcanzd entre el PD 1% y el PD 2%; en el caso
de T. harzianum, en PD2% no alcanzé su velocidad maxima de crecimiento. Cabe
destacar que las tres especies fiingicas exhibieron una menor velocidad de crecimiento
en el medio PD comparada con aquella obtenida en medic VM. De acuerdo a los
resultados observados, se determind realizar los experimentos de invasion y los
enfrentamientos duales a dos concentraciones de nutrientes (0,1% y 2%) para ambos

medios de cultivo (VM y PD) (Figura 3).

e
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Fiéura 3. Curvas de velocidad de crecimiento versus concentracion de sustrato de Trichoderma

novaezelandeae (Tn), Paecilomyces variotti (Pv) y T. harzianum (Th) en dos medios de cultivo

(VM: medio salino Vogel suplementado con D-Manitol y PD: medio no definido Papa-Dextrosa).
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Enfrentamientos duales

Para evaluar el comportamiento de T. harzianum con cada una de las especies que
componen la comunidad, se analizaron los respectivos enfrentamientos duales en
placas con los medios de cultivo sdlidos (VM y PD) a las distintas condiciones
nutricionales determinadas (0,1% vy 2%).

En los enfrentamientos entre T. harzianum y P. variotii se puede observar que, en
todas las condiciones de cultivo, el primerc presenté mayor crecimiento radial que el
segundo. Cuando se compara el crecimiento de T. harzianum en los diferentes medios
de cultivo, no se observan diferencias importantes en su crecimiento miceliar, aunque
en PD el micelio presenta una coloracion mas intensa. En el caso de P. variotii, llama la
atencion que en medios con baja disponibilidad de nutrientes (0,1%) el micelio crecié
muy compacto y se formé un halo de inhibicién en la zona de contacto con T,
harzianum. En cambio, en los medios con alta concentracion de nutrientes (2%) el
micelio de T. harzianum presenté un alto crecimiento, llegando incluso a invadir el
micelio de P. variotii (Figuras 4 y 5). Por ofro lado, en los enfrentamientos realizados a
bajas concentraciones de nutrientes, aunque T. harzianum presenta un mayor
crecimiento que P. variotii, no logra invadir la colonia. Esto sugiere que la invasividad
de T. harzianum se ve limitada cuando éste se encuentra en condiciones nutricionales
limitantes. Por el contrario, cuando se encuentra en un medio rico en nutrientes, tiene

un crecimiento mucho mayor y su invasividad también es mayor.
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Figura 4. Secuencia de fotos de los enfrentamientos entre Trichoderma harzianum (Th) y
Paecilomyces variotii a diferentes tiempos de incubacion. VM: medio salino Vogel suplementado
con D-Manitol.
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Figura 5. Secuencia de fotos de los enfrentamientos entre Trichoderma harzianum (Th) y
Paecilomyces variotii a diferentes tiempos de incubacién. PD: medio no definido Papa-

Dextrosa.
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Cuando se analiza la zona de interaccién entre los dos micelios en relacién a la
produccion de propagulos (Figura 6), se puede observar que en VM 0,1% ninguno de
los hongos reduce significativamente la produccién de esporas del ofro (Figura 8A y
6B). Por el contrario, en PD 2% interfieren en la produccion de esporas del hongo con
el que se enfrentan, estableciendose una condicién de competencia entre ellos (Figura
6G y 6H). En las otras dos condiciones de cuitivo (VM 2% y PD 0,1%), la interaccion
que se establece entre los hongos es de tipo amensal, donde sdlo el crecimiento de T.

harzianum se afecta negativamente, reduciéndose la produccién de propagulos por la

presencia de P. variotii (Figura 6C-6F).
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Figura 6. Fotografias y recuentos de esporas de los enfrentamientos duales entre
Paecilomyces variotti (Pv) (A, C, Ey G) y Trichoderma harzianum (Th) (B, D, F y H) después de
10 dias de cultivo, a concentraciones bajas (0,1%) y altas (2%) de dos medios de cultivo (VM:
medio saline Vogel suplementado con D-Manitol y PD: medio no definido Papa-Dextrosa). Cada
grafico representa la produccion de esporas en enfrentamientos de la misma especie (Pv-Pv o
Th-Th) usados como control y en enfrentamientos entre especies distintas (Pv-Th o Th-Pv).
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En el caso de los enfrentamientos entre T. novaezelandeae y T. harzianum, la mayor
diferencia en el crecimiento radial se observé en VM, donde en ambas concentraciones
T. novaezelandeae presentd un crecimiento mas compacto, con bajo crecimiento en
extension comparado con T. harzianum, el cual es invadido por este tltimo entre los
dias 8 v 9 de cultivo {Figura 7). Por ofra parte, en los enfrentamientos realizados en
medio PD el crecimiento de ambos hongos es similar, ya sea en alta o baja
concentracion de nutrientes (Figura 8). En cuanto a la produccién de esporas, cuando
ambos hongos se enfrentan en los distintos medios (Figura 9), se observa que en VM
0,1% ninguna de las especies fngicas afecta la produccion de esporas del otro hongo
(Figura 9A y 9B). Cuando ambos hongos se enfrentan en PD 0,1%, T. novaezelandeae
redujo la produccion de esporas de T. harzianum. Por el contrario, a alta concentracion
de nutrientes, ya sea en medio definide (VM 2%) o no-definido (PD 2%), se observa
que hay competencia entre los hongos ya que en ambos se reduce la produccion de

esporas en presencia de la otra especie fngica, siendo T. harzianum mas eficiente en

la competencia (Figura 9C, 9D, 9G y 8H).




22

VM 0,1%

dias

dia 6

dia7

dia 8

dia9

dia 10

Figura 7. Secuencia de fotos de los enfrentamientos entre Trichoderma harzianum (Th) y T.
novaezelandeae (Tn) a diferentes tiempos de incubacién. VM: medio salino Vogel

suplementado con D-Manitol.
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Figura 8. Secuencia de fotos de los enfrentamientos entre Trichoderma harzianum (Th) y T.

novaezelandeae (Tn) a diferentes tiempos de incubacién. PD: medio no definido Papa-

Dextrosa.
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Figura 9. Fotografias y recuentos de esporas de los enfrentamientos duales entre Trichoderma
novaezelandeae (Tn) (A, C, E y G) y T. harzianum (Th) (B, D, F y H) a concentraciones bajas
(0,1%) y altas (2%) de dos medios de cultivo (VM: medio salino Vogel suplementado con D-
Manitol y PD: medio no definido Papa-Dextrosa). Cada grafico representa la produccion de
esporas en enfrentamientos de la misma especie (Tn-Tn o Th-Th) usados como control y en

enfrentamientos entre especies distintas (Tn-Th o Th-Tn).
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Ensayo de invasion de Trichoderma harzianum en microcosmos

Para estudiar la capacidad invasora de T. harzianum y su efecto sobre la comunidad
receptora, se disefid un experimento de microcosmos con una comunidad experimental
compuesta por P. variofti y T. novaeze!%ndeae. Los cambios en abundancia relativa de
los componentes de la comunidad experimental receptora y el hongo invasor se
siguieron medianie DGGE (Figura 10). A partir de los perfiles de DGGE se
construyeron graficos de abundancia relativa de los componentes flngicos obtenidos

en el medio definido VM (Figura 11) y el medio no definido PD (Figura 13.

Microcosmos.

Figura 10. Perfiles de DGGE. En el mix Se pueden distinguir las tres especies fungicas, de
arriba hacia abajo, P. variotti (Pv), T. novaezelandeae (Tn) y T. harzianum (Th). Los diferentes
carriles representan diferentes condiciones nutricionales y tiempos de incubacion de

microcosmos control e inoculados con T, harzianum.

En el caso de los microcosmos en los que se utilizé D-manitol como fuente de carbono
(medio VM), se puede observar que T. harzianum no es capaz de Invadir la comunidad
en ninguna de las concentraciones de nutrientes (0,1% y 2%). Bajo las condiciones del
ensayo no se observan cambios en la abundancia relativas de los componentes de la
comunidad invadida comparada con el control. Por ofra parte, aunque ambas especies

fangicas que componen |la comunidad receptora se inocularon simultaneamente en los
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microcosmos con el mismo numero de esporas, se observa que existe un dominio de
T. novaezelandeae en la comunidad durante todo el ensayo, indicando que hay un
proceso sucesional propio de la comunidad receptora independiente de la presencia
del invasor (Figura 11). Cabe recordar que el TO corresponde a una comunidad que

tienen 3 dias de incubacion pre-invasion.
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Figura 11. Abundancias relativas de los componentes flingicos en los microcosmos utilizando
medio de cultivo VM (medio salino Vogel suplementado con D-Manitol) a alta (2%) y baja (0,1%)
concentracion de nutrientes. Los microcosmos inoculados con T. harzianum se indican con +l.
El TO indica el momento de la invasion, mientras que el T4 y el T10 corresponden a 4 y 10 dias

post-invasion, respectivamente..

Adicionalmente, para evaluar la capacidad de propagaciéon de cada hongo, se
determind la produccion de esporas de las especies fungicas conformando la

comunidad de cada microcosmos. En la Figura 12 se muestra la produccion de
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esporas en los microcosmos con medio definido VM. En el TO, la produccién de
esporas en alta (2%) y baja (0,1%) concentracion de nutrientes es reducida, y se
encuentra en el rango de entre 5 x 10° y 5 x 10° esporas por gramo de sustrato para
ambas especies fiingicas. En los tiempos siguientes la produccion de esporas se
incrementa en los microcosmos con alta disponibilidad de nutrientes {2%) mientras que
permanece sin mayores cambios a baja concentracion (0,1%). P. variotii presento una
mayor produccién de esporas en T4 y T10, en comparacion con 7. novaezelandeae,
cuando crecieron en microcosmos con alta disponibilidad de nutrientes. Por otra parie,
se cuantificaron muy pocas esporas de T. hazianum en los microcosmos inoculados,
registrandose una concentracidon de entre 10*y 10° esporas por gramo de sustrato, la
cual es cercana a la concentracion con la cual se inocularon las esporas en los
microcosmos, indicando que T. hazianum no fue capaz de germinar y colonizar Ia

comunidad en las condiciones del ensayo.
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Figura 12. Recuento de esporas de hongos crecidos en microcosmos utilizando medio de
cultivo VM (medio salino Vogel suplementado con D-Manitol) a alta (2%) y baja (0,1%)
concentracion de nutrientes. Los microcosmos inoculados con T. harzianum se indican con +l.
El TO indica el momento de la invasion, mientras que el T4 y el T10 corresponden a 4 y 10 dias

post-invasion, respectivamente.

Enl el caso de los microcosmos incubados con medio no definido PD (Figura 13), se
puede observar que el patron de abundancia relativa de los componentes de la
comunidad receptora es similar al observado en los microcosmos incubados con medio
definido VM. En todos los casos, la especie flungica mas abundante fue T.
novaezelandeae alcanzando valores cercanos al 70% en los microcosmos con mayor
concentracion de nutrientes y cercanos al 85% en aquellos con baja concentracion de
nutrientes. En ambas condiciones nutricionales no se observaron cambios significativos

entre los microcosmos inoculados comparados con los controles no inoculados.
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Figura 13. Abundancias relativas de los tres hongos en los microcosmos utilizando medio de
cultivo PD (medio no definido Papa-Dextrosa) a alta (2%) y baja (0,1%) concentracion de
nutrientes. Los microcosmos inoculados con T. harzianum se indican con +l. El TO indica el
momento de la invasion, mientras que el T4 y el T10 corresponden a 4 y 10 dias post-invasion,

respectivamente.

En cuanto a la produccién de esporas (Figura 14), al igual que los microcosmos
incubados con D-manitol, estuvo limitada fuertemente por la disponibilidad de
nutrientes. P. variotii presenté una mayor produccion de esporas en comparacion con
T. novaezelandeae en todos los microcosmos con alta concentracion de nutrientes
(2%). En cambio, a baja concentracion de nutrientes (0,1%), no hay diferencias
significativas en la produccion de esporas de ambos componentes fungicos. En todos
los microcosmos inoculados se pudieron cuantificar esporas de T. harzianum, sin
embargo, las concentraciones detectadas corresponden aproximadamente a la misma

cantidad inoculada en TO.
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Figura 14. Recuento de esporas de hongos crecidos en microcosmos utilizando medio de
cultivo PD (medio no definido Papa-Dextrosa) a alta (2%) y baja (0,1%) concentracion de
nutrientes. Los microcosmos inoculados con T. harzianum se indican con +l. El TO indica el
momento de la invasion, mientras que el T4 y el T10 corresponden a 4 y 10 dias post-invasion,

respectivamente.
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DISCUSION

En este seminario de titlulo se propuso evaluar la capacidad de invasion de T.
harzianum sobre una comunidad fdngica experimental en distintos contextos
nutricionales, bajo el supuesio de que una especie con mayor habilidad competitiva
podria establecerse exitosamente en la comunidad receptora. Para ello fue necesario
determinar las condiciones experimentales necesarias para disefiar un experimento de
invasion bajo distintas condiciones nutricionales. El primer aspecto que se abordé fue
determinar la velocidad de crecimiento de las especies flngicas en disfintas
condiciones nutricionales, determinando las respectivas curvas de crecimiento en
distintas condiciones nutricionales, que en este caso fueron dos medios (VM y PD a
dos concentraciones cada uno). Las curvas de crecimiento sirvieron como base para
construir las curvas de velocidad de crecimiento versus concentracion de sustrato las
cuales se ajustaron al modelo de Monod (1949). A partir de ellas fue posible predecir
que a bajas concentraciones de nutrientes {0,1%), la velocidad de crecimiento depende
de la disponibilidad de nutrientes y por lo tanto podria ser un escenario de mayor
intensidad de competencia. Por el contrario, a alta concentracion de nutrientes (2%) las
tres especies flngicas estudiadas alcanzaron la velocidad maxima de crecimiento y no
dependerian de la concentracidén de nutrientes, los cuales estarian en exceso para las
necesldades del crecimiento fingico. En este Gltimo éaso se esperaria un escenario de
baja intensidad de competencia. En este sentido, el hecho de que las maximas
velocidades de crecimiento hayan sido alcanzadas por las especies del género
Trichoderma padria indicar que ambas especies poseen esirategias similares en el uso

de los recursos. Sin embargo, es importante considerar que las curvas obtenidas son




32

validas sélo si los hongos se crecen bajo las condiciones del ensayo, por ejemplo [a
temperatura a la cual se realizan los cultivos influye en la velocidad de crecimiento de
los aislados flingicos (Carreiro y Koske 1992).

Con las condiciones establecidas, se procedié a determinar el comportamienio del
invasor frente a cada una de las especies flngicas de la comunidad receptora
mediante enfrentamientos duales realizados en distintas condiciones nufricionales.
Para ello se evalué la capacidad de T. harzianum de inhibir o invadir el micelio del otro
hongo y la capacidad de produccion de esporas en las zonas de contacto de ambas
especies.

Los resultados obtenidos en los enfrentamientos duales sugieren que la competencia
entre hongos depende de las especies enfrentadas y de la disponibilidad de nutrientes
en el medio de cultivo. Este efecto se pudo observar mas claramente cuando se
comparan los enfrentamientos duales entre T. harziamun vy P. variolti y entre T.
harzianum y T. novaezelandeae en medio salino Vogel suplementado con D-manitol al
2%. En el primer caso, la interaccién entre los hongos es de tipo amensal, donde P.
variotii afecta negativamente la produccidn de esporas de T. harzianum. Por el
contrario, en el segundo enfrentamiento ambos hongos compiten, lo que se refleja en
la reduccion significativa de la produccion de esporas en presencia de la otra especie
fingica. La reduccion de la produccién de esporas por efecto de la competencia en el
caso de T. harziamun, fue cbservada previamente por Carreiro y Koske (1992).

Otro aspecto que podria condicionar la interaccién entre los hongos es la relacién
filogenética entre ellos. Cuando se enfrentan dos hongos muy cercanos
filogenéticamente, como lo son T. harzianum y T. novaezelandeae, se observa una
interaccion de competencia sélo cuando se encuentran en condiciones de mayor

disponibilidad de nutrientes. Por ofra parle, en el enfrentamiento dual entre T.
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harziamun y P. variotii, dos especies mas distantes ﬁlogenéticamente, solo se observa
competencia en el medio no definido PD 2%, es decir con mayor diversidad y
disponibilidad de nutrientes, siendo P. variotii més eficiente en la competencia. Bajo las
otras condiciones de cultivo la interaccién es de tipo amensal, con un desmedro para
T. harzianum, o no hay interaccién. Esias observaciones son contrarias a lo esperado
previamente, es decir que la competencia se diera cuando los nutrientes son limitados
y deben competir por ellos, no cuando esta disponible una mayor concentracion de
nutrientes.

En los ensayoes en microcosmos, se puede notar que [a interaccién entre P. variotiiy T.
novaezelandeae afecta las abundancias relativas de dichos hongos en la comunidad
duranie la incubacidén. En este sentido, el dominic de T. novaezelandeae en los
microcosmos puede deberse a la mayor velocidad de crecimiento de esta especie en
comparacion con P. variotii. Por otra parte, las diferenclias observadas entre las
abundancias relativas calculadas a partir de los perfiles de DGGE vy la produccién de
esporas en los microcosmos, podrian estar explicadas por las estrategias ecoldgicas
utilizadas por ambas especies. De esta manera, en las condicicnes de los
microcosmos P. variotii estaria favoreciendo la produccion de propagulos (esporas) por
sobre el crecimiento miceliar, lo cual corresponderfa una estrategia tipo r. En cambio,
T. novaezelandeae estaria favoreclendo el crecimiento miceliar por sobre la produccién
de propagulos, correspondiendo a una estrategia tipo K.

Boddy (2000) distingue dos tipos de competencia fungica: una primara para la
obtencidén de recursos no colonizados y ofra secundaria que corresponde al combate
por la obtencién de recursos ya colonizados por otro hongo. En este sentido es
importante destacar que tanto en ]oé experimentos de enfrentamientos duales como en

los ensayos realizados en microcosmos, se presentan los dos tipos de competencia,
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En el primer caso, el resultado de la interaccion estd determinado principalmente por
las velocidades de crecimiento de los hongos, es decir, el tiempo que demoran en
colonizar el sustrato disponible, lo que corresponde a una competencia primaria. Una
vez que los micelios se encuentran, se puede observar una competencia secundaria en
la que los hongos van a competir por recursos colonizados. Por ofro lado, los ensayos
en microcosmos se puede distinguir una competencia primaria entre los hongos de la
comunidad P. variofif y T. novaezelandeae, en los primeros dias después de la
inoculacién, quienes compiten por el sustrato no colonizado. Una vez que el sustrato es
colonizado, se puede distinguir una competencia secundaria entre P. variofii v T.
novaezelandeae. Mismo tipo de competencia ocurre cuando es inoculade el invasor T.
harzianum, ya que las esporas de éste deben competir con los hongos de Ia
comunidad para poder establecerse, pero su colonizacion se produciré sélo si es capaz
de competir por recursos ya colonizados.

El hecho de que T. harzianum no haya logrado establecerse en la comunidad de los
microcosmos puede explicarse por varias razones. Primero, [0os hongos de Ia
comunidad compiten por los mismos nutrientes y el sustrato ya estaba colonizado al
momento de [a inoculacién, por lo cual 7. harzianum tiene una desventaja en términos
de abundancia relativa del indculo (nimero de esporas por gramo de sustrato). En el
momento de la inoculacién con el invasor {T0), los hongos de [a comunidad receptora
tiene una biomasa miceliar y una produccion de esporas mayor o igual al inéculo,
excepto en medio PD 2%, donde la comunidad receptora tiene un orden de magnitud
mayor de esporas. Se ha reporitado que la proporcion en la que se encuentran los
hongos puede definir el balance de la competencia, y en consecuencia determinar si
habra exclusion competitiva o no (Wardle y col. 1993). Segundo, la resistencia biética

gue ofrece la comunidad del microcosmos a ser invadida por el invasor T. harzianum.
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Esto es congruente con lo reportado por Callaway y col (2004) y Levine y col. (2004),
ya que son las interacciones que establecen entre las especies de la comunidad y el
invasor las que pueden determinar el establecimiento del invasor. En este sentido, es
importante analizar las propiedades de los hongos de la comunidad receptora.
Diversos estudios han reportado a P. variotii como controlador biolégico, destacado
principalmente por su efecto nematicida (Al-Qasim y col. 2009; Suarez-Estrella y col.
2013). Del mismo modo, las especies del genero Trichoderma han sido ampliamente
estudiadas por su alto potencial oportunista y su adaptabilidad a distintas condiciones
ecolégicas (Druzhinina y col. 2012).

La competencia entre hongos puede estar influenciada por otros factores abic’atic‘os que
pueden afectar diferencialmenie a cada especie flngica, por ejemplo la temperatura
del ambiente y las temperaturas dptimas de crecimiento de cada especie de hongo
(Carreira y Koske 1992), de manera que el resultado de los ensayos realizados tanto
en placas como en microcosmos podrian variar si se realizan a temperaturas
diferentes. Esto debido a que la temperatura a la que se realizaron los experimentos
padria no ser la temperatura 6ptima para todas las especies flngicas, de manera que
algunas especies podrian estar desfavorecidas.

Es importante destacar que los resultados obtenidos en los enfrentamientos duales y
en los ensayos en microcosmos no son comparables. A pesar de que en ambos casos
se utilizaron las mismas concentraciones de nutrientes, se trata de ensayos muy
distintos en términos del nimero de organismos que interactian y la distribucién
espacial de los microorganismos; sin embargo, los enfrentamientos duales nos
permiten identificar las posibles interacciones que se establecen en los microcosmos
cuando los tres componentes fungicos estdn presentes. De manera q‘ue los

enfrentamientos duales permiten explicar parte de lo observado en los ensayos en
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microcosmos. En este sentido los enfrentamienios duales entre P. variofii y T.
novaezelandeae (datos no mostrados U.l. R. Sanchez) revelan que este (ltimo crece y
ocupa mayor superficie en la placa que el primero, lo cual es coincidente con lo
observado en las abundancias relativas de ambos hongos en los ensayos de
microcosmos, indicando que T. novaezelandeae tiene mayor habilidad competitiva que
P. variotii. Por otra parte, los enfrentamientos duales de cada miembro de Ia
comunidad receptora con el invasor revelan que en condiciones de mayor
concentracion de nutrientes (PD 2%), T. novaezelandeae y T. harzianum ocupan el
esbacio en la placa de Petri a igual velocidad y ambos se Interfieren en la produccién
de esporas, lo que sugiere que 7. novaezelandeae es probablemente la especie con
mayor habilidad competitiva en la comunidad receptora que impide [a colonizacién
exitosa de T. harzianum. Estas observaciones coinciden con los tipos de competencia
descritos por Boddy (2000), donde se debe considerar el efecto que produce la
disposicién espacial de los micelios interactuantes. Ademas, es importante considerar
las relaciones filogenéticas entre los componentes ftingicos. De acuerdo a la hipétesis
de naturalizacién de Darwin (1859), es esperable que dos especies muy cercanas
como lo son T. novaezelandsae y T. harzianum compitan mas intensamente.

En este estudio, bajo las condiciones de los ensayos de microcosmos, T. harzianum no
fue capaz de invadir la comunidad experimental seleccionada aun cuando su velocidad
de crecimiento en las distintas condiciones nutricionales es mayor comparada con los
hongos de la comunidad receptora. Los resultados observados, claramente sugieren
que las interacciones que se establecen entre los componentes flingicos en el
microcosmos, definen el éxito o el fracaso del invasor. 4

No obstante, otros factores podrian impedir observar el efecto de la disponibilidad de

recursos sobre el establecimiento del invasor fingico, por ejemplo un inéculo




37

insuficiente o una serie temporal muy corta. En ambos casos, el invasor podria no
lograr aumentar su biomasa yfo propagulos que le permitan colonizar la comunidad
receptora. Del mismo modo, ensayos de invasidén bajo otras condiciones bidticas
pueden contribuir significativamente a la comprension de los factores que afectan el

proceso de invasion en comunidades fangicas.
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* Enlos enfrentamientos duales, la competencia entre los hongos es afectada por las

A

condiciones nutricionales del ensayo. En el caso de T. harzianum, la habilidad

competitiva de este es afectada por la concentracion de nutrientes.

* En los ensayos de invasion realizados en microcosmos, T. harzianum no logré

establecerse en ninguna de las condiciones ensayadas (baja o alta concentracion de

nutrientes). En este sentido, bajo las condiciones de los experimentos T. harzianum no

es un hongo invasor
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ANEXO

Figura Anexa 1. Fotografias en microscopio optico de las esporas de Trichoderma
harzianum (a), Trichoderma novaezelandeae (b) y Paecilomyces variotti (c).




e S —

R R R R R R

VM 0,1% y=178x+0,49| VM 0,25% y = 4,435x- 0,585
R*=0,3286 R?=0,6584
140 140
=120 — 120 -
E 100 E10
g 80 - g 80 -
5 60 8 60
2 40 | 2 40
& 20 | & 20 ) H
0 s W‘-——’———‘——" 0 - ‘*’""‘Jf e
0 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5 6
Tiempo (dias) Tiempo (dias)
VM 0,5% y=14,145¢-8,365 VM 1% y = 16,14x- 13,46
R?=0,9423 R?=0,8099
140 140
E100 | £ 100
g 80 ‘e g 80 - )
% 60 g 60
2 40 2 40 i e
& 20 {- £ 20 1 e ‘§/
0 0 1 2 3 4 5 6
Tiempo (dias) Tiempo (dias)
VM 2% y = 24,335x - 28,485
R*=0,8538
140
— 120
E HOD et IR *
80 S . M—
g 60 /y
40 =
& 20 - /”,/ - ©
0 ® ;
0 1 2 3 4 5 6
Tiempo (dias)

Figura Anexa 2. Curvas de peso seco versus tiempo para Trichoderma harziamun en
cinco concentraciones de medio salino Vogel suplementado con D-manitol (VM). Se
presentan todas las graficas con la misma escala para facilitar la comparacién de las
pendientes.
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Figura Anexa 3. Curvas de peso seco versus tiempo para Paecilomyces variotii en cinco
concentraciones de medio salino Vogel suplementado con D-manitol (VM). Se presentan
todas las gréaficas con la misma escala para facilitar la comparacion de las pendientes.
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Figura Anexa 4. Curvas de peso seco versus tiempo para Trichoderma novaezelandeae
en cinco concentraciones de medio salino Vogel suplementado con D-manitol (VM). Se
presentan todas las graficas con la misma escala para facilitar la comparacion de las
pendientes.
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Figura Anexa 5. Curvas de peso seco versus tiempo para Trichoderma harziamun en
cinco concentraciones de medio no definido Papa-Dextrosa (PD). Se presentan todas las
graficas con la misma escala para facilitar la comparacién de las pendientes.




Tiempo {dias)

VM 6,1% y=0,865x- 2,805| |Vl 0,25% y=1,355x- 4,345
R*=04398 R?=0,5517
30 E 30 -
o | &
£ - . - - Eg . S
g i 8
2 3
210 4 O — 210 - . [
E i g Q
0 0 DN A
0 2 4 6 8
Tiempo {dias) Tiempo {dias}
Vi 0,5% y=1,685x-3,215 | 1yM 1% y=1,565x+ 2,835
R?2=0,7708 R?=0,7459
30 ; = 30 e e
s | =
E 30 - — S E o e
t ¢
2 10 ] FIET I T & .
&2 & 5. 2 & é”
0 ; {3 : s 1 ¢} 7 T 7 1
] 4 6 B g 2 4 3 8
Tiempo {dias) Tiempo {dias)
VM 2% y=4,04x-5,92
R®=0,8079
30
E 20 I o)
3 (%/é/y
2
0 10
3 1
[+
0 A% T T 1
0 4 6 8

Figura Anexa 6. Curvas de peso seco versus tiempo para Paecilomyces variotii en cinco
concenfraciones de medio no definido Papa-Dextrosa (PD). Se presentan todas las
gréficas ¢on la misma escala para facilitar la comparacion de las pendientes.
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Figura Anexa 7. Curvas de peso seco versus tiempo para Trichoderma novaezelandeae
en cinco concentraciones de medio no definido Papa-Dextrosa (PD). Se presentan todas
las graficas con la misma escala para facilitar la comparacién de las pendientes.




